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"Rien n’a de sens en biologie,
si ce n’est à la lumière de l’évolution ".
Theodosius Dobzhansky

Résumé
L’hypothèse de l’existence de gènes chevauchants codés par le brin antisens des rétrovi-
rus est un concept ancien. Cependant, celui-ci n’a été réellement démontré qu’il y a une
dizaine d’années avec la découverte de la protéine HBZ du virus HTLV-1 et les résultats
récents sur la protéine ASP du VIH-1. Les nouvelles recherches sur cette protéine ont
démontré son expression in vivo, mais sa fonctionnalité est toujours inconnue. Nous
avons réalisé, à partir d’un jeu de données de plus de 20 000 séquences, les premières
analyses bioinformatiques sur l’évolution de ce gène chevauchant. Nous avons notam-
ment montré que le gène asp est conservé uniquement dans les séquences du groupe
M correspondant au groupe pandémique du VIH-1. De plus, il existe également une
corrélation entre la présence de l’ORF ASP et la prévalence des différents groupes et
sous-types. Du fait du chevauchement de gènes, l’analyse de la pression de sélection
induite par la protéine ASP a impliqué l’utilisation de modèles et de méthodes d’ana-
lyses spécifiques. Situé sur la phase -2, ce chevauchement entraîne une correspondance
des troisièmes positions des codons de chaque gène. Si on considère un gène « fixe
», les contraintes mécaniques induites par ce gène sont fortes et le gène chevauchant
dispose alors de très peu de flexibilité. Il était nécessaire d’identifier la pression de
sélection propre au gène situé sur la phase -2 montrant ainsi que sa conservation n’est
pas seulement dues aux contraintes induites par le gène fixe. Nous avons alors déve-
loppé plusieurs méthodes dont une méthode d’analyse évolutive basée sur l’étude des
mutations silencieuses pour le gène fixe (ici le gène env) entraînant l’apparition ou la
disparition des codons Start et Stop sur le gène chevauchant. L’application de cette
méthode au gène asp montre qu’il existe bien une pression de sélection induite par la
protéine ASP.
Mots clefs : VIH-1, SIV, gène asp, gène env, gènes chevauchants, analyses évolutives,
pression de sélection
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Abstract
The hypothesis of overlapping genes encoded by the antisense strand of the retrovirus
is an old concept. However, this one has been really demonstrated with the discovery of
the HBZ protein of HTLV-1 virus a dozen of years ago and the recent results on the ASP
protein of HIV-1. New research on this protein has demonstrated its expression in vivo,
but its functionality is still unknown. We performed here, from a data set of more than
20,000 sequences, the first bioinformatic analyses on the evolution of this overlapping
gene. We showed that the asp gene is conserved only in the M group sequences cor-
responding to the pandemic group of HIV-1. Moreover, there is a correlation between
the presence of the ASP ORF and the prevalence of the various groups and subtypes.
Because of the overlapping genes, the analysis of the selection pressure induced by the
ASP protein involved the use of models and specific analysis methods. Located in the
frame -2, this overlap induces a correspondence of the third positions of codons of each
gene. If we consider a "fixed" gene, the mechanical constraints induced by this "fixed"
gene are strong and the overlapping gene has very little flexibility. Then, it is important
to identify the selection pressure of the gene which is in the frame -2 and show that its
conservation is not only due to mechanical constraints induced by the "fixed" gene.
For this, we developed multiple methods including a method of evolutionary analysis
based on the study of synonymous mutations in the "fixed" gene (here the env gene)
causes the appearance or disappearance of start and stop codons in the overlapping
gene. When we applied this method to the asp gene, it showed that there is a selection
pressure induced by the ASP protein.
Key words : HIV-1, SIV, asp gene, env gene, overlapping genes, evolutionary analyses,
selection pressure
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Avant-propos
Cette thèse s’est inscrite dans le cadre d’un projet PEPS, Projet Exploratoire Premier
Soutien, dont la thématique était : "Comprendre les maladies émergentes et les épi-
démies : modélisation, évolution, histoire et société". L’origine du projet vient de la
problématique récente touchant les protéines codées par les gènes chevauchants situés
sur le brin antisens retrouvés au sein de virus tel que les rétrovirus HTLV1 (Human T
cell Leukemia/lymphoma Virus) ou VIH-1 (Virus Immunodéficience Humaine). Jusqu’à
présent il n’existait pas de méthodes spécifiques efficaces pour l’étude de la conserva-
tion et de l’évolution des protéines codées par un tel gène et plus particulièrement pour
les gènes chevauchants situés sur la phase -2.
J’ai toujours été très intéressée par la recherche médicale. Le VIH touchant des millions
de personnes, il s’agit d’un sujet d’étude essentiel pour la santé de la population. Lorsque
j’ai appris qu’il existait probablement un dixième gène dans le génome du VIH, celui-ci a
attiré mon attention. La controverse sur son existence était très forte, et il était nécessaire
de trouver des indices supplémentaires sur son existence. C’est ici qu’entre en jeu la
bioinformatique. Un point essentiel touchant ce gène est son chevauchement avec le
gène env codant les protéines de l’enveloppe du virus. Il faut alors repenser les méthodes
développées pour les gènes "normaux" pour lesquels il n’y a pas de chevauchement de
gènes.
Le sujet étant pluridisciplinaire, j’ai travaillé en collaboration avec Antoine Gross de
l’équipe de Jean-Michel Mesnard du CPBS-CNRS (Centre d’études d’agents Pathogènes
et Biotechnologies pour la Santé) pour la partie biologique, et Olivier Gascuel ainsi
qu’Anne-Muriel Arigon Chifolleau de l’équipe MAB (Méthodes et Algorithmes pour
la Bioinformatique) au sein du LIRMM (Laboratoire d’Informatique, Robotique et Mi-
croélectronique de Montpellier) pour la partie bioinformatique. L’équipe du CPBS est
leader dans le domaine des protéines codées par le brin antisens des rétrovirus, et étudie
notamment la protéine ASP. L’équipe MAB réalise des travaux méthodologiques tels
que de l’algorithmique du texte et des arbres, ou de la modélisation probabiliste pour
répondre à des questions biologiques essentielles comme l’évolution, la génomique
comparative, et l’annotation fonctionnelle des gènes et des protéines.
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Introduction
Les contributions de cette thèse ont été présentées sous la forme de poster à la confé-
rence MCEB (Mathematical and Computational Evolutionary Biology) et au workshop
VEME (International Bioinformatics Workshop on Virus Evolution and Molecular Epi-
demiology) où j’ai reçu le prix du meilleur poster. Une présentation orale en session
plénière à la conférence JOBIM (Journées Ouvertes en Biologie, Informatique et Mathé-
matiques) m’a également permis d’exposer mes résultats. Enfin une publication a été
réalisée au sein du journal PNAS : Cassan, E., Arigon-Chifolleau, A.M., Mesnard, J.M.,
Gross, A. and Gascuel, O. (2016) Concomitant Emergence of the AntiSense Protein Gene of
HIV-1 and of the Pandemic. PNAS.
Les principaux outils développés ainsi que les jeux de données utilisés sont accessibles
à l’adresse suivante : https://figshare.com/s/9668ef62e84488d4787a
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L’ensemble des protéines classiques des rétrovirus sont produites à partir d’un ARNm
issu du brin sens. Cependant, il a été suggéré il y a plus de 20 ans l’existence de protéines
produites à partir d’un ARNm issu du brin antisens des rétrovirus VIH-1 et HTLV-1
(Miller, 1988). Ce n’est qu’en 2002 que l’existence de telles protéines a pu être démon-
trée chez le virus HTLV-1 avec la découverte de la protéine HBZ (HTLV-1 bZIP factor)
considérée comme indispensable au virus et à sa pathogenèse 1 (Gaudray et al., 2002).
L’impact majeur d’HBZ dans l’infection par le HTLV-1 a relancé l’intérêt pour l’étude des
gènes antisens pour le VIH-1, avec l’analyse du gène et de la protéine ASP. Le transcrit
de la protéine a ainsi été caractérisé en 2007, puis sa localisation membranaire a été
mise en évidence (Clerc et al., 2011) et, plus récemment, ses conditions d’expression
(Laverdure et al., 2012). Cependant, de nombreuses interrogations demeurent sur cette
protéine. En effet, la fonctionnalité même de la protéine n’a toujours pas été mise en évi-
dence. L’objectif principal de cette thèse est d’étudier la conservation et l’évolution de
cette protéine à l’aide d’outils bioinformatiques afin de pouvoir confirmer ou infirmer
son existence.
L’analyse, à l’aide d’outils bioinformatiques, d’une nouvelle protéine dont nous ignorons
tout est un enjeu passionnant. À partir d’un simple jeu de séquences du gène codant
la protéine, nous allons rechercher un ensemble d’ éléments pouvant la caractériser.
Il existe de nombreux outils développés afin d’analyser les protéines. Cependant, la
majorité de ces outils sont inefficaces pour l’analyse de la protéine ASP.
En effet, l’une des caractéristiques marquantes du gène codant la protéine ASP est qu’il
s’agit d’un gène chevauchant. Celui-ci est inclus en antisens au niveau de la phase -2 du
gène codant pour la protéine Env. Les gènes chevauchants sont des gènes partageant
le même locus d’ADN dans différents cadres ou phases de lecture 2. Dans la littérature,
nous pouvons prendre l’exemple des mots anacycliques pour lesquels la lecture de
gauche à droite donne un mot différent de celui obtenu par une lecture de droite à
gauche, par exemple : amuser ↔ resuma. Le décalage de la phase de lecture d’un nu-
1. Processus ou étude du processus provoquant une maladie.
2. Une phase de lecture est un groupement des nucléotides en triplets formant ainsi des codons pour
le codage d’une protéine.
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cléotide entraîne également une modification de la séquence codée. Si nous prenons
en compte le codage en sens et en antisens, nous comptabilisons six phases de lecture
possibles (trois en sens et trois en antisens). Le chevauchement de gènes est un phéno-
mène connu chez les virus, s’expliquant notamment par des contraintes de volume de la
capside 3 (Chirico et al., 2010). La présence de plusieurs gènes sur une même séquence
entraîne des contraintes très fortes. Ces contraintes invalident alors l’utilisation des
méthodes d’analyse évolutive classiques telles que l’étude de la vitesse d’évolution, de
la pression de sélection de gènes ou de l’usage du code dont les résultats seraient biaisés
par ce double codage. Des outils estimant la pression de sélection s’exerçant sur les
gènes chevauchants ont été développés (Hein and Støvlbaek, 1995; Wei and Zhang, 2015;
Sabath et al., 2008b), mais malheureusement leur efficacité notamment sur les gènes
situés en antisens est jugée faible par les auteurs eux-mêmes. Nous pouvons cependant
utiliser les méthodes d’analyse évolutive classiques afin de détecter la pression de sélec-
tion qui s’exerce sur un gène chevauchant. En effet, la présence d’un chevauchement
entraîne des variations au niveau de la région chevauchante du gène fixe, ce qui permet
sa détection. Nous avons testé ces méthodes à l’aide des logiciels PhyML (Guindon
et al., 2010), PAML (Yang, 2007) et Synplot2 (Firth, 2014). Cependant, la phase -2 sur
laquelle est situé le gène asp est une phase très particulière, et les méthodes classiques
ne peuvent pas permettre la détection d’une région chevauchante sur cette phase.
La phase -2 est la phase permettant une correspondance avec la phase +1 (phase du
gène fixe) de la 3eme position des codons. Cette position correspond à la position la plus
flexible des codons dans le code génétique. Près des 3/4 des mutations qui touchent
cette position ne modifient pas l’acide aminé codé. Les contraintes d’un gène chevau-
chant sur la phase -2 n’entraînent alors qu’une faible variation de la vitesse d’évolution,
de la pression de sélection ou de l’usage du code. Une étude très récente (Mir and
Schober, 2014a) s’est notamment concentré sur l’analyse des pressions de sélection
à l’aide du ratio dN/dS dans les différentes phases de lecture. Les résultats montrent
que lors d’un chevauchement sur la phase -2, une pression de sélection purificatrice
s’exerçant sur un gène crée également une pression de sélection purificatrice sur la
séquence située sur la phase -2 (qu’il y est un gène ou non sur cette séquence). Nous
ne pouvons donc pas savoir si la mesure de la pression de sélection d’un gène sur la
phase -2 représente réellement une pression induite par la protéine codée, ou s’il ne
s’agit que du reflet de la pression de sélection s’exerçant sur le gène de référence. De
plus, les contraintes de ce chevauchement sont telles que, pour Smith and Waterman
(1981), la présence d’un gène sur cette phase de lecture est presque impossible. Il était
donc important de développer un outil permettant de mettre en évidence la présence
d’une pression de sélection s’exerçant sur le gène asp.
Les objectifs principaux de cette thèse ont donc été de mettre en évidence l’existence et
3. Structure entourant le génome du virus.
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la conservation du gène asp au sein des séquences du VIH-1 et de démontrer la présence
d’une pression de sélection s’exerçant sur ce gène situé sur la phase -2 du gène env.
Nous avons montré que le gène asp est conservé uniquement dans les séquences du
groupe M correspondant au groupe pandémique du VIH-1, et qu’il existe une corrélation
entre la présence de l’ORF ASP et la prévalence des différents groupes et sous-types.
Nos analyses phylogénétiques ont également montré que l’apparition de l’ORF ASP est
concomitante avec l’émergence de la pandémie du groupe M. Enfin, nous avons mis
en évidence la présence d’une pression de sélection s’exerçant sur le gène asp. Pour
cela, nous avons tout d’abord démontré par des analyses de simulations de séquences,
à l’aide d’un modèle à codon, que la présence et la conservation de l’ORF ASP n’est
pas due au hasard. Nous avons ensuite développé une méthode d’analyse évolutive
basée sur l’étude des mutations synonymes pour le gène fixe (le gène env) entraînant
la disparition ou l’apparition des codons starts et stops situés sur le gène chevauchant
(le gène asp). Le codon start est un codon nécessaire pour l’initiation de la traduction
de la protéine, nous avons donc cherché à savoir si sa conservation était induite par
la contrainte du gène env ou si il existait une pression s’exerçant pour le maintenir. À
l’inverse, les codons stops ne doivent pas être présent, nous avons donc cherché si leur
absence était due à une contrainte du gène env ou non tout en vérifiant la significativité
statistique de nos résultats.
Cette thèse s’organise autour de trois chapitres. Le premier chapitre présente l’état de
l’art des méthodes et connaissances en bioinformatique et en biologie nécessaires à
l’étude d’une protéine telle que la protéine ASP. Après une présentation des principaux
concepts et outils bioinformatiques utilisés pour l’étude de nouveaux gènes, je mets en
avant la problématique liée aux gènes chevauchants. Les concepts biologiques liés au
VIH et à la protéine ASP sont ensuite brièvement présentés. Enfin, j’expose la spécificité
du chevauchement entre les gènes env et asp.
Les deux chapitres suivants présentent les contributions que j’ai apporté. Dans le se-
cond chapitre, je présente l’ensemble des analyses préliminaires réalisées pour mettre
en évidence la présence et la conservation de la protéine ASP. Dans un premier temps, je
réalise une présentation des données disponibles, en décrivant les étapes de la récupé-
ration, du nettoyage et de l’alignement des séquences nucléiques et protéiques. Dans un
second temps, je présente les analyses qui ont permis de mettre en évidence la présence
de l’ORF ASP au sein des séquences du groupe M, puis les analyses phylogénétiques
réalisées sur les séquences du VIH et SIV (Simien Immunodéficience Virus). Enfin,
j’expose les résultats obtenus lors la recherche dans les bases de données publiques
de séquences similaires à la séquence de la protéine ASP et pour la prédiction de la
structure secondaire et tridimensionnelle de cette protéine.
Le dernier chapitre présente les différentes méthodes développées et utilisées afin de
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mettre en évidence la présence d’une pression de sélection s’exerçant afin de maintenir
l’ORF ASP. Dans un premier temps, je décris les analyses de simulation qui montrent
la significativité de la conservation de l’ORF dans les séquences du groupe M. Dans
un second temps, je présente les résultats obtenus à l’aide des méthodes standards
d’analyse évolutive. J’expose ensuite, les différentes méthodes développées qui ont
permis de mettre en évidence la présence d’une pression de sélection induite par la
protéine ASP. La méthode principale est basée sur l’analyse des mutations synonymes
du gène env pouvant entraîner l’apparition d’un codon stop sur la phase -2. Enfin, des
généralisations de cette méthode en cours de réalisation sont proposées, prenant en
compte l’ensemble des sites synonymes ou l’ensemble des phases de lecture.
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CE chapitre introduit les connaissances préliminaires nécessaires à l’étude de l’évo-lution du gène chevauchant asp du VIH-1. Ce sujet pluridisciplinaire associe les
domaines de la rétrovirologie et de la bioinformatique. Au sein du VIH-1, nous avons
étudié à l’aide d’analyses évolutives, les gènes env et asp. Dans la première section, je
présente les principaux concepts et outils bioinformatiques utilisés pour l’étude des
gènes et notamment pour la réalisation d’analyses évolutives. Dans la seconde section
"Gènes chevauchants et évolution", nous retrouvons tout d’abord une présentation des
différents mécanismes permettant la création de nouveaux gènes. Les gènes chevau-
chants sont ensuite définis, pour finir par une présentation générale de l’évolution des
gènes chevauchants et des méthodes d’analyses spécifiques pour l’étude de l’évolution
de tels gènes. Dans la troisième section, les connaissances biologiques sont brièvement
présentées à savoir : le VIH avec notamment une présentation de sa diversité génétique
ainsi que de son génome, le gène de l’enveloppe et les connaissances actuelles sur le
gène asp. Enfin la dernière section présente le chevauchement env/asp et les probléma-
tiques associées à ce chevauchement.
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1.1 Outils bioinformatiques pour l’étude de gènes
Lors de la découverte d’un gène de nombreuses interrogations apparaissent. La plus
fondamentale est la recherche d’une fonctionnalité pour la protéine codée par ce gène.
Cependant, répondre à une telle question, à l’aide d’expériences in vivo ou vitro, de-
mande en général plusieurs dizaines années de recherche. La bioinformatique basée
ici sur l’analyse de séquences permet dans un premier temps de vérifier la présence
d’un ORF 1 (Open Reading Frame) dans la séquence où le gène est présumé se situer.
Les analyses telles que la recherche d’homologie, ou la modélisation de structure, par
exemple, peuvent ensuite donner des indices très importants sur la fonctionnalité de
la protéine codée. Enfin les outils bioinformatiques peuvent également permettre de
connaître l’histoire évolutive de ce gène. Nous pouvons obtenir de nombreuses infor-
mations sur son évolution au cours du temps, notamment savoir s’il s’agit d’un gène
apparu récemment ou non, s’il est présent chez tous les individus et si nous retrouvons
des groupes disposant d’une forme du gène particulière. Mais également, s’il évolue
très rapidement, et si nous détectons une pression de sélection s’exerçant afin de le
maintenir. Toutes ces informations sont des indices précieux permettant d’orienter la
réponse à la question de la fonctionnalité de la protéine. L’ensemble de ces analyses est
à l’heure actuelle essentiel pour l’étude d’un gène.
1. Une phase de lecture ouverte, ou cadre de lecture ouvert (open reading frame, ORF en anglais),
correspond à une portion d’une phase de lecture susceptible d’encoder une protéine. Elle débute par un
codon start (ATG) et est dépourvue de codon stop (TAA, TAG, TGA).
8
1.1. Outils bioinformatiques pour l’étude de gènes
1.1.1 Analyses préliminaires
Dans cette partie, sont présentées les analyses permettant d’obtenir des informations
sur la présence, la structure et sur la fonctionnalité de la protéine étudiée.
1.1.1.1 Définition d’un gène et d’un ORF.
L’analyse et la recherche d’un gène nécessite dans un premier temps de définir ce terme.
Le terme "gène" a été défini en 1909 par Wihelm Johannsen comme une unité de base
d’hérédité qui en principe prédétermine un trait précis de la forme d’un organisme
vivant. En 1944, l’équipe d’Oswald Avery (Avery et al., 1944) a ensuite montré que
les gènes étaient portés par une suite de nucléotides qui correspond à l’ADN (Acide
DésoxyriboNucléique). Puis, en 1953 Watson et Crick publient la structure en double
hélice de l’ADN à partir des données de cristallographie par diffraction des rayons X
produites par Rosalind Franklin et Maurice Wilkins (Watson and Crick, 1953; Franklin
and Gosling, 1953; Wilkins et al., 1953). Ils remarquent que cette structure en double
hélices complémentaires facilitent un mécanisme de reproduction de la molécule en
accord avec la transmission héréditaire 2 des gènes. Dans la continuité, Crick propose
ensuite un code où la succession de triplets de nucléotides (les codons) correspond à
des acides aminés dans la protéine (Crick et al., 1961). Au début des années 1960, le
"code génétique" est alors déchiffré.
À l’heure actuelle, définir le terme gène n’est toujours pas une chose aisée et la défini-
tion même varie en fonction du domaine d’étude. L’une des définitions consiste par
exemple à considérer un gène comme l’entité constituée d’une région promotrice de la
transcription, du carde ouvert de lecture et d’éléments de terminaison. Si on considère
cette définition, certains génomes comme par exemple le génome du VIH pourrait être
considéré comme constitué d’un seul gène disposant de plusieurs épissages possibles.
Au cours de cette thèse, nous allons considérer qu’un gène est une séquence nucléique
destinée à être transcrite en ARN (Acide Ribonucléique) selon un cadre de lecture donné.
Ce transcrit va ensuite être traduit en protéine induisant une pression de sélection sur le
gène. Pour pouvoir être traduit en protéine le gène doit débuter par un codon initiateur,
le codon start, et ne doit pas contenir de codon stop. Lors de la recherche d’un nouveau
gène, l’analyse de la séquence nucléique à la recherche d’une région dépourvue de
codon stop et débutant par un codon start permet alors la détection de gènes possibles.
Cette région est appelée ORF pour "Open Reading Frame".
Pour une séquence donnée, il existe six phases de lectures différentes. Il est important de
rechercher pour l’ensemble de ces six phases l’existence d’un ORF. Le logiciel ORF finder
2. Transmission de caractères du père et de la mère.
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(Wheeler et al., 2000) disponible sur le site du NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
recherche pour une séquence donnée tous les ORFs possibles sur les six phases de
lecture. Lors de la recherche d’un nouvel ORF, si nous détectons un ORF d’une longueur
significative (par exemple plus de 100 codons), nous pouvons alors émettre l’hypothèse
que cette séquence correspond probablement à un gène.
En effet, un gène (avec un transcrit non épissé) codant une protéine contient un ORF,
mais à l’inverse un ORF ne correspond pas forcément à un gène. Il existe dans l’en-
semble des génomes de nombreux ORFs très courts qui ne sont pas traduits. Il est alors
important de fixer un seuil de longueur lors de la recherche de gènes. En règle général,
nous définissons une séquence comme ORF probable lorsque la longueur entre le co-
don start et le codon stop est supérieure à 100 codons. Il faut cependant garder à l’esprit
qu’un ORF de plus petite taille peut être fonctionnel. Des analyses complémentaires
permettent ensuite de confirmer ou non l’existence de ce gène. Nous allons par exemple
dans un premier temps, chercher des séquences similaires avec cette séquence dans les
bases de données.
1.1.1.2 Recherche de similarité et alignement de séquences
La recherche d’homologie entre les séquences est un élément fondamental. L’objectif
est de mettre en évidence des séquences ou des régions de séquences avec une forte
similarité. Ceci permet d’obtenir des informations importantes sur la famille d’appar-
tenance de la protéine et d’obtenir ainsi des indices sur la fonction et la structure 3 de
la protéine. En effet si deux séquences sont homologues, il est probable qu’elles aient
une fonctionnalité et/ou une structure très proche. On parle d’homologie entre deux
séquences si celles-ci ont évolué à partir d’un même ancêtre commun. Il faut cependant
faire attention, toutes les séquences similaires ne sont pas forcement homologues. En
effet, les séquences homologues évoluent au cours du temps et peuvent ainsi deve-
nir très différentes. À l’inverse, des séquences non issus d’un même ancêtre commun
peuvent par convergence évolutive devenir très similaires. Ce n’ai alors pas parce que
deux séquences sont similaires qu’elles seront également forcement homologues.
Plusieurs méthodes et outils permettent de retrouver des séquences similaires. Deux
outils sont particulièrement utilisés pour cette recherche. Le premier, le logiciel Blast
(Altschul et al., 1997), utilise des alignements de séquences afin de quantifier la similarité
entre les séquences. Le second, le logiciel HMMer (Finn et al., 2011), utilise un modèle
basé sur des chaînes de Markov cachées (Baum and Petrie, 1966).
3. La structure d’une protéine correspond à sa composition en acides aminés et sa conformation en
trois dimensions.
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Blast La suite de logiciels Blast (Basic Local Alignment Search Tool) (Altschul et al.,
1997) développée par le NCBI est l’un des outils les plus utilisés pour la recherche
de séquences nucléiques ou protéiques similaires. La recherche de similarité est ici
basée sur l’alignement des séquences permettant notamment de mettre en évidence les
événements de substitutions (mutations) et les événements de délétions et d’insertions
appelées indels (insertions or deletions en anglais) qui ont eu lieu entre ces séquences.
Par exemple, si nous observons l’alignement entre les mots "sportif" et "sortie", nous
retrouvons 5 lettres identiques, une substitution et un indel (cf. Fig. 1.1).
FIGURE 1.1 – Exemple d’alignement. Nous retrouvons ici des lettres identiques dans les deux
séquences (S, O, R, T, I), une lettre différente qui correspond à une substitutions (soit
E->F, soit F->E), et un "indel" représenté par un gap "-" qui correspond soit à une
insertion, soit à une délétion en fonction de l’histoire évolutive.
Plus les séquences seront similaires, plus le nombre de sites identiques sera impor-
tants. Le logiciel n’aligne que deux séquences à la fois et quantifie la similitude entre
ces séquences. Il compare alors la séquence requête avec l’ensemble des séquences
disponibles dans une (ou des) base(s) de données publique.
Le principe de base est le découpage de la séquence de la requête en motifs élémen-
taires (définis par l’utilisateur : 2 ou 3 acides aminés). Le logiciel va ensuite rechercher
parmi l’ensemble des séquences de la base de données, les motifs similaires aux motifs
élémentaires de la séquence requête. Un motif similaire correspond à un motif dont
l’alignement avec le motif de la séquence requête obtient un score supérieur au score
seuil. Ce score prend en considération les matchs (sites équivalents) et mis-matchs
(sites différents), une matrice de substitution 4 (cf. section : Analyses évolutives), ainsi
que le nombre de gaps introduits dans l’alignement. Dans un deuxième temps, le motif
va être étendu dans les deux directions le long de chaque séquence de manière à ce que
le score de l’alignement puisse être amélioré. L’extension s’arrête si le score diminue
fortement par rapport à la valeur maximale qu’il avait atteint (seuil fixé), si le score
devient inférieur ou égal à zéro ou si les extrémités d’une des deux séquences sont
atteintes. Nous obtenons alors une liste de régions similaires pour chaque séquence de
la base de données ainsi qu’un score accompagné de la Expect-value (E-value). Le score
quantifie la similarité entre les deux séquences et la E-value indique la fiabilité de cet
alignement. Il correspond au nombre d’alignements avec un score égal ou supérieur
que nous pouvons obtenir par hasard. Plus cette E-value est faible, plus l’alignement
4. La matrice de substitution permet de connaître la capacité d’un nucléotide, d’un codon ou d’un
acide aminé à être substitué
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sera significatif.
Nous pouvons améliorer cette recherche en utilisant le logiciel PSI-BLAST (Position
Specific iterated BLAST) appartenant à la suite de logiciel Blast. Il s’agit d’un processus
itératif produisant un profil PSSM (Position Specific Score Matrix) à partir de l’aligne-
ment des séquences disposant d’un score significatif. Il s’agit d’une sorte de résumé de
l’alignement multiple. À chaque itération ce profil est corrigée par l’ajout des nouvelles
séquences disposant d’un score significatif. PSI-BLAST permet ainsi de détecter des
relations plus distante entre les séquences.
HMMer Une généralisation de cette notion de profil a été développée en utilisant des
modèles de Markov cachés, dont l’acronyme communément utilisé est HMM pour "Hid-
den Markov Model" en anglais. Ces modèles HMM sont très utilisés pour la modélisation
de séquences mais également pour la réalisation et l’interrogation des bases de don-
nées de domaines telles que Pfam (http://pfam.xfam.org/). Ils permettent également la
détection et l’alignement de séquences homologues éloignées.
Un modèle de Markov est un modèle statistique qui est composé d’états et de transi-
tions. Les transitions correspondent à la probabilité de passer d’un état à un autre. Ces
transitions sont unidirectionnelles et chaque état dispose de transitions vers l’ensemble
des autres états. La figure 1.2 montre un exemple d’une chaîne de Markov entre les états
"temps ensoleillé" ou "temps pluvieux". Nous admettons ici que le fait qu’il ait plu ou
non aujourd’hui est la seule considération à prendre en compte pour prévoir s’il pleuvra
demain. Ainsi, dans notre exemple s’il fait un temps pluvieux, alors il y a 30% de chance
que le temps reste pluvieux et 70% de chance qu’il devienne ensoleillé.
Nous pouvons ensuite calculer la probabilité qu’une suite d’états de longueur T soit
observée (par exemple la probabilité qu’il pleuve 5 jours de suite). Le modèle de Markov
caché est quant à lui basé sur un modèle de Markov dont les états sont cachés. Nous ne
pouvons observer que des éléments émis par ces états appelés observations. De plus,
lors de l’analyse d’une séquence de ces observations, il n’est pas possible de savoir par
quelle séquence d’états le processus est passé.
Pour la recherche de séquences similaires, on peut utiliser la suite de logiciels HMMer
avec notamment le logiciel phmmer. Celui-ci va à partir d’une séquence requête réaliser
un profil. Il s’agit d’un profil HMM à trois états (match, insertion, délétion) réalisé le long
de la séquence requête. Il dispose de probabilités d’insertion et de délétion définis de
façon empirique, et d’une matrice de substitution (BLOSUM62) permettant la définition
de l’acide aminé lors d’un match. Il est alors possible à partir de ce profil de modéliser
une nouvelle séquence alignée à la séquence requête.
12
1.1. Outils bioinformatiques pour l’étude de gènes
FIGURE 1.2 – Exemple d’une chaîne de Markov. Chaîne de Markov à 2 états : temps pluvieux et
temps ensoleillé. Si l’état est ensoleillé, les transitions indiquent une probabilité de
90% de rester ensoleillé et 10% de passer à l’état pluvieux. Si l’état est pluvieux, il y a
une probabilité de 70% de passer à l’état ensoleillé et 30% de chance de rester à l’état
pluvieux.
Dans le cas présent, le logiciel phmmer recherche des séquences qui auraient pu être
modélisées à partir du profil HMM. Il compare alors pour chaque séquence, la vraisem-
blance du profil HMM généré avec la vraisemblance d’un modèle de séquence dont
les probabilités des substitutions sont distribués de façon identique. Tout comme avec
Blast, une E-value est également donnée.
En parallèle de cette recherche avec phmmer, une recherche à l’aide du logiciel hmm-
scan est également réalisable. Celui-ci compare la séquence requête avec des profils
HMM présents dans des bases de données spécialisées telle que Pfam. On peut éga-
lement à partir d’un alignement de séquences, générer un HMM spécifique à cet ali-
gnement à l’aide de hmmbuild puis lancer hmmsearch qui réalisera une recherche de
séquences similaires. Enfin le programme jackhmmer, réalise une recherche proche de
la recherche PSIBLAST. Après une étape lançant le logiciel phmmer, il adapte le profil
HMM à l’aide des meilleurs de résultats obtenus puis réitère son opération.
Prosite L’identification de la fonction de la protéine peut également être réalisée
en recherchant une "signature" au sein de la séquence. Une signature correspond à
une expression régulière qui définit une séquence dégénérée des régions protéiques
partageant une même fonction. Par exemple la signature : L-x(2)-L-x(2)-L-x(2)-L peut
correspondre aux séquences : LMGLSYLAGL, LAGLWALVSL, LKALPQLSVL ect... Il existe
des signatures spécifiques pour un site donné, un domaine donné, ou une famille de
protéine donnée. La base de données Prosite (Bairoch, 1992) référence un ensemble de
signatures disponibles. Il est possible de rechercher au sein de cette base de données
s’il existe une signature qui correspond à une région (ou la totalité) de la séquence
requête. Nous pouvons par exemple citer l’outil ProScan (https://npsa-prabi.ibcp.fr/
cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_proscan.html) utilisé pour la recherche
de signatures référencées.
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Ces logiciels nous permettent alors de détecter l’ensemble des séquences similaires à
la séquence requête disponibles dans les bases de données. À partir de ces séquences,
nous pouvons avoir des indices sur la fonctionnalité mais également la structure de
la protéine. Malheureusement, les bases de données ne sont pas exhaustives, elles
représentent en majorité des séquences de mammifères ou de plantes. De plus, si la
protéine étudiées a été créé de novo (cf. partie 2.3.4), il est fort probable que l’on ne
retrouve pas de séquences ou de domaines similaires.
L’analyse de la séquence protéique et notamment de l’hydropathie de celle-ci va per-
mettre d’émettre des hypothèses sur la structure secondaire de la protéine, quelles
parties de la protéine sont exposées, s’il existe des domaines transmembranaires, ou
des régions désordonnées.
1.1.1.3 Profils physico-chimiques
Dans les années 1980, Kyte et Doolittle (Kyte and Doolittle, 1982) ont mis en place
une échelle d’hydropathie (cf. fig. 1.3) basée sur les propriétés physico-chimiques
des différents acides aminés. Un acide aminé est considéré comme hydrophobe si sa
chaîne latérale n’est pas chargée électriquement et apolaire 5. Elle ne doit alors pas
contenir d’atome d’oxygène ou d’azote. Les acides aminés très hydrophobes ont un
indice d’hydropathie très élevé. L’hydropathie générale de la protéine calculée à partir
de cette échelle permet alors de déterminer si la protéine ou une région de la protéine
est plus ou moins hydrophobe ou hydrophile. Les régions très hydrophobes vont éviter
les contacts avec l’eau pouvant entraîner le repliement de la protéine.
Dans le cas des protéines membranaires (ASP étant probablement une protéine mem-
branaire), ceci va notamment permettre de prédire les régions situées à l’intérieur de la
membrane appelées régions transmembranaires d’une protéine membranaire, soit la
topologie de la protéine. Ces protéines membranaires représentent environ 30% du co-
dage des gènes dans la majorité des génomes. Elles sont nécessaires pour la réalisation
d’un grand nombre de processus dont notamment des processus de signalisation ou de
transport (Almén et al., 2009; Stevens and Arkin, 2000).
Les propriétés structurelles et physico-chimiques de ces protéines entraînent des diffi-
cultés pour la réalisation d’une cristallisation et l’obtention de la structure tridimen-
sionnelle de la protéine.
5. On classe les acides aminés en quatre groupes en fonction des propriétés de leur chaîne latérale :
acide, basique, polaire ou apolaire. Les acides aminés possédant une chaîne apolaire sont fortement
hydrophobes. Un chaîne apolaire correspond à une chaîne ne disposant pas de polarité.
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FIGURE 1.3 – Échelle d’hydropathie de Kyte & Doolittle. (Kyte and Doolittle, 1982)
Or, nous savons que les régions hydrophobes de la protéine ont une forte probabilité
d’être des régions transmembranaires (Killian and von Heijne, 2000). Les premières
méthodes de prédiction de topologie de protéine membranaire étaient uniquement
basées sur cette propriété. À l’heure actuelle, l’hydropathie de la protéine est toujours un
élément essentiel pour la prédiction des domaines transmembranaires. Les prédictions
sont ensuite affinées notamment à l’aide de la recherche de domaines homologues.
De nombreux logiciels de prédictions de topologie existent. Nous pouvons notamment
nommer le logiciel de prédiction de protéine membranaire TOPCONS (Bernsel et al.,
2009). Ce logiciel réalise un consensus entre 5 algorithmes de prédictions : Philius
(Reynolds et al., 2008), SPOCTOPUS (Käll et al., 2005), PolyPhobius (Viklund et al.,
2008), OCTOPUS (Viklund and Elofsson, 2008) et SCAMPI (Bernsel et al., 2008). Les
résultats obtenus à partir de ces 5 méthodes sont utilisés pour construire un profil
de topologie à l’aide d’un modèle de Markov caché. La méthode ajoute ensuite des
paramètres d’entropie 6 pour l’insertion membranaire. Nous obtenons ainsi la topologie
6. L’entropie correspond au degrés de désordre moléculaire, elle est liée à des notions d’ordre et de
hasard. Lorsque dans une protéine, les acides aminés sont disposés de façon ordonnée permettant une
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la plus probable pour la protéine. Certains logiciels comme la plate-forme I-TASSER
(http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/) permettent également de prédire
la structure tridimensionnelle de la protéine. Celle-ci est basée sur la recherche d’homo-
logies de séquences mais également sur la minimisation de l’énergie libre de Gibbs 7 de
la structure.
Certaines protéines peuvent également disposer de régions non structurées. Nous
pouvons détecter ces régions en analysant le profil d’hydropathie de la protéine. Une
protéine ou région ne disposant pas de zones hydrophobes peut correspondre à une
protéine non structurée. Plusieurs méthodes telles que les méthodes disEMBL (Lin-
ding et al., 2003), IUpred (Dosztányi et al., 2005) ou FoldIndex (Prilusky et al., 2005)
permettent la détection de ces protéines ou régions.
Toutes ces analyses permettent de mettre en évidence l’existence de l’ORF mais éga-
lement d’émettre des hypothèses sur la structure et la fonctionnalité de la protéine
codée.
Dans un deuxième temps, les analyses évolutives vont permettre d’affirmer ou d’infir-
mer ces hypothèses et d’obtenir des informations importantes sur l’évolution du gène
étudié.
1.1.2 Analyses évolutives
L’évolution permet d’expliquer la multiplicité des organismes vivants. Au milieu du
19ème siècle, Charles Darwin, met en place deux concepts clés de la théorie de l’évolu-
tion qui sont la descendance avec modification et la sélection naturelle (cf. partie 1.1.2.3).
Le darwinisme explique ainsi deux caractéristiques importantes des organismes vivants :
l’adaptation et la diversité phylogénétique. Darwin donne l’exemple des pinsons des
Galapagos. Quatorze espèces de pinsons sont présents sur les îles des Galapagos, toutes
descendantes d’une espèce unique. Ces derniers ont une taille (entre 10 et 20 centi-
mètres de longueur) et des couleurs (noir, brun) très proches. Cependant la forme et la
taille de leur bec sont très différentes selon leurs habitudes alimentaires.
Au cours du temps, des outils ont été développés afin de "mesurer" l’évolution des
gènes impactée par la sélection naturelle. Pour analyser l’évolution d’un gène nous
utilisons alors couramment l’inférence d’arbres phylogénétiques, l’étude de la vitesse
d’évolution, de la pression de sélection (ratio dN/dS) ou de l’usage du code.
structure stable, l’entropie est basse.
7. L’énergie libre de Gibbs correspond à l’indice de spontanéité des processus à température et pression
constantes. Plus le système dispose d’une énergie libre de Gibbs faible, plus celui-ci est stable.
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1.1.2.1 Arbres phylogénétiques et distances évolutives
Créé en 1866 par Ernst Haeckel, le terme phylogénie correspond à l’étude des rela-
tions d’évolution entre les organismes. L’arbre phylogénétique est une représentation
graphique qui affiche ces relations présentes entre un ensemble d’espèces et plus ré-
cemment de séquences données (cf. Figure 1.4).
Feuille / Taxon
Branche
Noeud (ancètre commun entre D et E)
Racine de l'arbre
A
B
C
D
E
FIGURE 1.4 – Schéma illustrant un arbre phylogénétique À l’extrémité de l’arbre phylogénétique,
on retrouve les feuilles de l’arbre qui correspondent aux différents taxons. Chaque
feuille est reliée à une branche. Si on remonte le long de ces branches, on atteint des
nœuds qui correspondent aux ancêtres communs entre les séquences. La racine de
l’arbre correspond à l’ancêtre commun de l’ensemble des séquences qui constituent
l’arbre phylogénétique.
Au niveau des feuilles (= taxons) de l’arbre phylogénétique, nous retrouvons les sé-
quences qui ont été utilisées pour l’inférence de l’arbre phylogénétique. Si l’on remonte
le long des branches de deux séquences, nous atteignons un nœud qui correspond
à l’intersection entre ces deux branches. Ce nœud interne correspond à un ancêtre
commun partagé par ces deux séquences. Au niveau de ce nœud interne un événement
de divergence a eu lieu.
Chaque branche ou arête représente une relation de parenté entre deux nœuds. La
longueur des branches représente la distance entre les éléments. En fonction des arbres
phylogénétiques, cette distance peut être exprimée en nombre de mutations ou en unité
de temps. Lorsque l’on connaît le nœud correspondant à l’ancêtre commun de toutes
les séquences, on dit alors que l’arbre est enraciné, dans le cas contraire, l’arbre est
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non-enraciné. En remontant jusqu’à la racine de l’arbre phylogénétique, nous retraçons
l’histoire évolutive de la séquence.
Si nous ne prenons en considération que la forme de l’arbre phylogénétique et non les
longueurs de branches, nous obtenons sa "topologie", soit l’ordre de branchement de
l’arbre phylogénétique. Pour un ensemble de n taxons, plusieurs topologies d’arbre phy-
logénétiques sont possibles. Par exemple, pour un ensemble de 4 taxons, 3 topologies
d’arbres phylogénétiques non-enracinés sont possibles (c.f. Fig 1.5).
FIGURE 1.5 – Topologies possibles avec 4 taxons Pour un ensemble de 4 taxons, 3 topologies
différentes d’arbres phylogénétiques non-enracinés sont possibles.
Ces arbres binaires seront constitués de 4 taxons et de 5 branches chacun. L’enracine-
ment de l’arbre phylogénétique est ensuite possible au niveau de chaque branche de
l’arbre non-enraciné. Il existe donc 3*5 (branches) = 15 topologies enracinés.
Pour n taxons, on décompte 3x5x7...(2n−5) topologies non-enracinées et 3x5x7...(2n−
3) topologies enracinées (cf. Table 1.1). Il faut alors trouver parmi cette quantité impor-
tante d’arbres phylogénétiques, l’arbre le plus représentatif des données.
Les méthodes d’inférence phylogénétique pour obtenir l’arbre phylogénétique qui
reflète le mieux les données peuvent être divisées en deux catégories : les méthodes
de distances basées sur une matrice de distances entre les séquences, et les méthodes
basées sur les caractères. Avant d’étudier ces deux catégories de méthodes d’inférence
d’arbres phylogénétiques, il est important de comprendre un des paramètres essentiels
qui est l’estimation de la distance évolutive entre les séquences.
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TABLE 1.1 – Nombre d’arbre enraciné et non-enracinée possible en fonction du nombre de
feuille.
Nombre de feuilles Nombre d’arbres enracinés Nombre d’arbres non-enracinés
2 1 1
3 3 1
4 15 3
5 105 15
6 954 105
7 10 395 954
8 135 135 10 395
9 2 027 025 135 135
10 34 459 425 2 027 025
Les distances évolutives La distance évolutive entre les séquences correspond au
nombre moyen de mutations par site ayant eu lieu depuis que les séquences ont divergé
de leur ancêtre commun. Le décompte du nombre de mutations observées par site cor-
respond à la distance de Hamming. Cette distance sous-estime le nombre de mutations
qui ont réellement eu lieu. En effet, si l’on prend l’exemple d’une séquence X disposant
pour un site donné de la base A et une séquence Y disposant de la base T, on observe
alors une seule mutation. Or, au cours du temps, la séquence ancestrale a pu passer de
la base T à la base G puis à la base C pour ensuite muter en A. Pour pallier ce problème,
des modèles d’évolution permettent d’estimer la distance évolutive. Plusieurs modèles
plus ou moins complexes sont proposés (cf. Table 1.2).
Dans chacun des modèles réversibles, les taux relatifs Rx y (mutation de x à y) sont
symétriques (Rx y = Rx y ). De plus afin que les taux de substitution correspondent à la
probabilité d’observer une mutation par unité de temps, il est nécessaire de normaliser
les matrices. Le terme de normalisation µ est défini par :
µ=−
∑
x
πxQxx (1.1)
avec Qxx , les éléments de la diagonal de la matrice et πx la fréquence du nucléotide
x. Ces éléments sont tels que la somme de chaque ligne est égale à zéro. La forme
normalisée du taux de substitution entre x et y est alors
1
µ
Qx y .
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TABLE 1.2 – Liste des modèles d’évolutions. Les paramètres πA ,πT , πG ,πC correspondent aux
fréquences de nucléotides. Chaque matrice est normalisée par le paramètre µ (cf. equ.
1.1). Les éléments de la diagonal (Qxx ) sont tels que la somme des lignes est égale à
zéro.
Modèle Matrice
Generalised time reversible
GTR
Tavaré (1986)
QGT R =
1
µ







− πC RAC πG RAG πT RAT
πARAC − πG RCG πT RC T
πARAG πC RCG − πT RGT
πARAT πC RC T πG RGT −







TN93
Tamura and Nei (1993) QT N 93 =
1
µ







− πCβ πGα2 πTβ
πAβ − πGβ πTα1
πAα2 πCβ − πTβ
πAβ πCα1 πGβ −







HKY85
(Proche du modèle F84)
Hasegawa et al. (1985)
QHK Y 85 =
1
µ







− πC πGκ πT
πA − πG πTκ
πAκ πC − πT
πA πCκ πG −







F81
Felsenstein (1981) QF 81 =
1
µ







− πC πG πT
πA − πG πT
πA πC − πT
πA πC πG −







K80
Kimura (1980) QK 80 =
1
µ







− 0.25 0.25κ 0.25
0.25 − 0.25 0.25κ
0.25κ 0.25 − 0.25
0.25 0.25κ 0.25 −







JC69
Jukes and Cantor (1969)
Q JC 69 =
1
µ







− 0.25 0.25 0.25
0.25 − 0.25 0.25
0.25 0.25 − 0.25
0.25 0.25 0.25 −







20
1.1. Outils bioinformatiques pour l’étude de gènes
Le modèle réversible le plus complexe (General Time reversible (GTR) (Tavaré, 1986))
autorise une fréquence propre à chaque nucléotide et un taux de mutation variables
pour chacune des mutations possibles (A ↔ C ; A ↔ G ; A ↔ T ; C ↔ G ; C ↔ T ; G ↔ T ).
Le modèle le plus simple (Jukes Cantor (JC69)(Jukes and Cantor, 1969)) suppose l’équi-
libre des fréquences des quatre bases (25% chacune) et une même probabilité pour
chaque nucléotide d’être remplacé par n’importe quel autre. Dans ce modèle, le nombre
attendu de mutations est défini par la formule suivante :
δ=−
3
4
ln(1−
4
3
p) (1.2)
où δ représente le nombre attendu de mutations par site, p le nombre de mutations
observées par site. Ainsi pour deux séquences de 1000 bases, disposant de 300 sites
différents nous obtenons :
δ=−
3
4
ln(1−
4
3
∗0.3) = 0,38 , soit une distance évolutive de 0,38 mutation par site.
Le modèle TN93 (Tamura and Nei, 1993) prend en considération les taux de transition
et de transversion. Les transitions correspondent aux mutations entre les purine (A ↔
G) ou entre les pyrimidine (C ↔ T). Les transversions correspondent aux mutations
entre une base purine et une base pyrimidine (cf. Fig. 1.6). Il réalise une distinction
entre les deux types de transitions, la transition A↔ G peut alors avoir un taux relatif
différant de la transition C↔ T. Le modèle F81 (Felsenstein, 1981) est une extension du
modèle JC69 où la fréquence de chaque base est prise en considération. Le modèle K80
(Kimura, 1980) assume que les fréquences de chaque base sont égales (0.25) comme
dans le modèle JC69, mais il prend également en considération les différences entre les
transitions et les transversions.
A G
C T
purines
pyrimidines
Transversion Transversion
Transitions
Transitions
FIGURE 1.6 – Définition de la transversion et de la transition
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Au cours de cette thèse nous avons notamment utilisé le modèle HKY dans l’une des
méthodes développées. Les modèles HKY (Hasegawa et al., 1985) et F84 (Felsenstein
and Churchill, 1996) sont très similaires. Ce modèle permet d’incorporer à la fois les
taux de transitions et de transversions ainsi que la fréquence de chaque nucléotide.
La matrice de substitution (cf. table 1.2) est normalisée par le paramètre µ défini pour
le modèle HKY par :
µ=−
∑
x
πxQxx = 2πAπC +2πAπT +2πGπC +2πGπT +2πAπGκ+2πCπTκ (1.3)
Le paramètre κ correspond à l’estimation du taux de transition/transversion. Il est
estimé par :
κ=
t s
t v
∗
πAπC +πAπT +πGπC +πGπT
πAπG +πCπT
(1.4)
avec
t s
t v
correspondant au ratio transitions observées/transversions observées. Lorsque
κ= 1 ceci revient alors à utiliser le modèle F81.
Les modèles présentés ci-dessus sont des modèles d’évolution de séquences nucléiques.
Il existe également des modèles d’évolution de séquences protéiques, tels que les mo-
dèles PAM (Dayhoff and Schwartz, 1978), BLOSUM (Henikoff and Henikoff, 1992) ou
HIVb (Nickle et al., 2007). Ces modèles sont dit "empiriques" 8 car basés sur des statis-
tiques obtenues à partir d’alignements de séquences protéiques. On obtient alors une
matrice 20*20, représentant les taux de substitutions entre chaque acide aminé.
De la même façon, il existe des modèles d’évolution basé sur les codons des séquences,
soit une matrice 61*61 (ou 64*64 si nous considérons les codons stops), tels que les
modèles de Muse and Gaut (1994), Goldman and Yang (1994), ou de Yang et al. (2000).
Nous pouvons également citer le modèle empirique de Kosiol ((Kosiol et al., 2007)
utilisé au cours de cette thèse. Ce modèle est le premier modèle à codon empirique
développé. Celui-ci est estimé sur des alignements des séquences nucléiques (découpés
en codons) codant des protéines disponibles dans la base de données de Pandit (http://
www.ebi.ac.uk/research/goldman/software/pandit). Il permet notamment de prendre
en considération les doubles ou triples mutations instantanées, alors que les autres
modèles se limitent aux mutations simples.
L’ensemble de ces modèles de substitution suppose que les sites présents tout au long
de la séquence évoluent avec un taux de substitution constant. Or, il a été montré dès les
années 70, qu’il existe une variation du taux de substitution en fonction des sites (Uzzell
and Corbin, 1971). Fitch and Margoliash (1967) ont notamment montré, lors de l’étude
8. Modèle s’attachant exclusivement à l’observation des données. Ils sont ici basés sur des alignements
de séquences protéiques.
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des séquences codant le cytochrome c, la présence de certains sites invariants non pris
en considération dans l’analyse. En effet, le long d’une séquence nucléique, certains sites
peuvent être invariants et d’autres à l’inverse hypervariants. Afin de prendre en compte
cet élément, il est nécessaire de modéliser la variabilité des taux de substitution. Pour
cela, la distribution gamma (Γ) est la distribution la plus utilisée. Cette loi gamma permet
à l’aide du paramètre de forme α de représenter un large spectre des distributions (cf. Fig
1.7). Si α≤ 1, on observe une forte hétérogénéité entre les sites et une forte proportion de
sites évoluant lentement. Si α≥ 1, l’hétérogénéité est faible. Enfin si α tend vers l’infini,
alors on se rapprochera du cas où la variabilité entre les sites est nulle. Cependant,
l’utilisation de la loi gamma continue requiert un temps de calcul conséquent. Dans la
pratique, on réalise alors une approximation de la loi gamma en définissant des classes
discrètes de poids égal, et dont le taux moyen représente le taux de chaque classe (Yang,
1994).
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FIGURE 1.7 – Distribution de la loi gamma pour différent paramètres de forme α
La première catégorie de méthodes d’inférence phylogénétique présentée est la catégo-
rie des méthodes de distances.
Les méthodes de distances. L’une des méthodes de distances, les plus connues est
la méthode Neighbour-joining (Saitou and Nei, 1987). Le principe de cette méthode
est d’associer itérativement les séquences les plus proches, en considérant la distance
évolutive entre ces deux séquences mais également leurs distances respectives avec
les autres séquences. Pour cela, il est nécessaire de calculer une matrice des distances
permettant d’obtenir les distances entre chaque paire de séquence, prenant en compte
les distances totales d’une séquence avec toutes les autres séquences. On utilise alors la
formule suivante :
mi j = di j −
ri + r j
N −2
(1.5)
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avec : mi j qui correspond à la distance entre i et j dans la matrice,di j la distance
évolutive entre les séquences i et j, ri la somme des distances évolutives entre i et les
autres séquences, r j la somme des distances évolutives entre j et les autres séquences
et N le nombre de séquences considérées. On regroupe ensuite les séquences avec la
distance mi j la plus faible, soit deux séquences qui sont proches l’une de l’autre (di j
faible) et éloignées du reste des séquences (ri + r j élevé). Ces séquences formeront une
clade dans la phylogénie, et seront directement reliées par un ancêtre commun. Pour
calculer les longueurs de branches entre ces séquences, il faut déterminer la distance
entre chacune des deux séquences et l’ancêtre commun. Pour cela, il est nécessaire
d’utiliser les formules suivantes :
dxa =
dab + (
ra − rb
N −2
)
2
dxb =
dab + (
rb − ra
N −2
)
2
(1.6)
avec a et b les deux séquences, et x l’ancêtre commun. On continue ensuite à grouper
les séquences deux par deux, jusqu’à ce qu’il ne reste que deux groupes.
Cette méthode de distance est la plus décrite du fait de sa simplicité mais il s’agit
de la méthode de distance la moins efficace. D’autres méthodes de distances plus
complexe telles que les méthodes implémentés dans les logiciels FITCH (Felsenstein,
2005), WEIGHBOR (Bruno et al., 2000), BioNJ (Gascuel, 1997) ou FastME (Lefort et al.,
2015) sont également disponibles.
Méthodes basées sur les caractères. Les méthodes basées sur les caractères s’inté-
ressent directement à l’alignement des séquences. Les trois principales méthodes sont
la méthode de maximum de parcimonie, la méthode probabiliste de maximum de
vraisemblance et la méthode bayésienne.
La méthode de maximum de parcimonie est l’une des premières méthodes utilisées
pour la construction d’arbre phylogénétique. Celle-ci considère que l’arbre reflétant le
mieux la réalité est celui qui minimise le nombre de mutations le long des branches.
Il faut donc dans un premier temps, estimer les séquences des noeuds internes indui-
sant le moins de mutations possibles, puis calculer le score de parcimonie prenant
en compte les mutations le long de l’arbre et enfin chercher la topologie disposant
du score le plus faible dans l’ensemble des topologies possibles. Comme on l’a vu, le
nombre de topologies peut devenir très important en fonction du nombre de séquences
dans l’alignement. Les programmes utilisant la méthode de maximum de parcimonie
utilisent donc une approche heuristique 9, en évaluant seulement un ensemble limité de
topologies d’arbres. Il est fréquent que plusieurs arbres disposent du coût minimal. Un
9. Approche permettant de trouver une solution sans garantir qu’il s’agisse de la solution optimale.
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arbre consensus de ces arbres est alors réalisé. Celui-ci dispose des branches internes
en commun à l’ensemble des arbres et de multifurcations au niveau des désaccords.
La méthode probabiliste de maximum de vraisemblance calcule la probabilité (vraisem-
blance) d’observer l’alignement en considérant un modèle d’évolution et une phylogé-
nie donnée. Cette méthode teste alors si les données observées ont pu être générées à
partir d’une séquence ancestrale évoluant le long de l’arbre phylogénétique selon un
modèle d’évolution appliqué à chaque branche. On note la vraisemblance d’un arbre par
L(T ) ou P (X |T, Mθ) avec T : l’arbre considéré, X : l’alignement observé, Mθ : le modèle
d’évolution de paramètres θ. La méthode considère que l’ensemble des sites évoluent
indépendamment les uns des autres. Cette indépendance induit alors que la vraisem-
blance du modèle correspond au produit de la vraisemblance au niveau de chaque site.
La vraisemblance étant un nombre petit, nous calculons en général le logarithme de
la vraisemblance correspondant à la somme des logarithmes des vraisemblances au
niveau de chaque sites soit :
l og (L(T )) =
∑n
k=1 log (P (xk |T, Mθ))
avec n : le nombre de sites et xk : le site à la position k. La vraisemblance au niveau
d’un site correspond à la somme des probabilités de toutes les histoires évolutives
se terminant par les bases observées. Lorsque l’on applique une distribution gamma
permettant la variabilité des taux à chaque site, celle-ci sera également prise en compte
lors du calcul de la vraisemblance. Les applications utilisant cette méthode débute
l’analyse par un arbre donné, soit par l’utilisateur, soit généré par une méthode rapide
telle que la méthode Neighbor-Joining puis va optimiser les différents paramètres.
L’analyse est ensuite réalisée sur une topologie voisine. La méthode de maximum de
vraisemblance est souvent décrite comme étant la plus efficace pour trouver l’arbre le
plus proche de la réalité, cependant les temps de calculs sont longs. De nombreux outils
implémentent cette méthode pour inférer des arbres phylogénétiques. Nous pouvons
par exemple citer les logiciels PhyML (Guindon et al., 2010) et FastTree2 (Price et al.,
2010) qui font partie des logiciels les plus utilisés. Le logiciel PhyML est très efficace
mais ne peut pas être utilisé pour des jeux de données très importants. Dans ce cas de
figure, nous pouvons utiliser le logiciel FasTree2, cependant les heuristiques permettant
d’utiliser des grands jeux de données rendent la méthode un peu moins précise que
PhyML avec la méthode de réarrangement de topologie SPR (Subtree Pruning and
Regrafting). Plusieurs méthodes de réarrangement sont implémentées afin de générer
les topologies voisines. Elles permettent à partir d’un arbre phylogénétique de générer
un ensemble d’arbres. La méthode SPR coupe l’arbre phylogénétique de départ au
niveau d’une branche interne ou externe, puis, replace la partie coupée sur chacune
des branches internes ou externes de la partie de l’arbre restante. La méthode TBR
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(Tree bisection and reconnection) coupe quant à elle l’arbre en deux sous arbres, puis,
rebranche n’importe quelle branche de l’un à n’importe quelle branche de l’autre.
La méthode bayésienne est assez proche de la méthode de maximum de vraisemblance.
Ici, plutôt que de calculer la probabilité d’observer l’alignement donné, nous calcu-
lons la probabilité postérieure d’observer l’arbre phylogénétique en considérant un
alignement donné. Cette probabilité postérieure est calculée à l’aide du théorème de
Bayes :
P (T,θ|X ) =
P (X |T,θ)P (T )P (θ)
P (X )
,
avec P (X |T,θ) la vraisemblance de l’arbre T , P (T )P (θ) les probabilités à priori de l’arbre
et des paramètres du modèles (peuvent être équiprobables ou suivre une distribution
particulière) et P(X) la probabilité des données (constante de normalisation). L’esti-
mation de cette probabilité nécessite une intégration analytiquement impossible. Les
chaînes de Markov MCMC méthode de Monte-Carlo par chaine de markov) sont alors
utilisées pour cette estimation. Plus le nombre de pas effectué par la chaine de Markov
est important, plus l’estimation est exacte. Une implémentation de cette méthode est
réalisée au sein du logiciel MrBayes (Huelsenbeck and Ronquist, 2001).
En analysant l’arbre phylogénétique ainsi inféré, nous obtenons des informations sur
l’histoire évolutive du gène ou de la séquence. On peut notamment observer la pré-
sence ou non de clades ou groupes monophylétiques disposant du gène ou à l’inverse
dépourvus de celui-ci. La construction de l’arbre phylogénétique induit la réalisation
de calculs permettant d’obtenir la vitesse d’évolution du gène.
1.1.2.2 Vitesse d’évolution
La vitesse d’évolution d’un gène correspond au nombre moyen de mutations par site et
par unité de temps (jour, an, ou génération). L’estimation de celle-ci est possible à l’aide
d’un arbre phylogénétique. Plusieurs méthodes plus ou moins complexes prenant en
compte une horloge moléculaire fixe ou non ont été mises au point. Nous pouvons ainsi
par exemple dater l’origine d’une épidémie. L’analyse de la vitesse d’évolution d’un gène
peut également permettre d’obtenir des informations essentielles sur sa fonction. Par
exemple, chez les virus, les gènes très conservés disposant alors d’une vitesse d’évolution
faible (en rapport avec les autres gènes du virus) sont des gènes essentiels au cycle
réplicatif du virus. À l’inverse des gènes évoluant très rapidement peuvent jouer un
rôle dans la résistance au système immunitaire. Dans le cas du traitement d’un patient
infecté par un virus tel que le virus du VIH, l’analyse de la vitesse d’évolution des
différents gènes permettrait de savoir quel gène évolue le moins rapidement (gène
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essentiel et stable) afin de le cibler pour que le traitement soit le plus efficace.
Les méthodes de maximum de vraisemblance (Yang, 1996; Pupko et al., 2002) et bayé-
siennes (Huelsenbeck and Ronquist, 2001) permettent d’estimer cette vitesse d’évolu-
tion. Il existe également une méthode moins lourde basée sur les distances entre les
paires de séquences permettant d’obtenir une approximation de la vitesse (Bevan et al.,
2005). Enfin si nous voulons simplement comparer des régions au sein d’un gène, nous
pouvons comparer la longueur totale des arbres inférés à partir de chaque région. Si la
longueur totale de l’arbre inféré sur une des régions est plus importante alors la vitesse
d’évolution dans cette région est plus forte.
Le logiciel PhyML (Guindon et al., 2010) permet également d’obtenir les vitesses d’évo-
lution relatives pour chaque site le long de la séquence. Il estime la probabilité de
chaque site d’appartenir à une des classes définissant les vitesses d’évolution. Il calcule
la moyenne à posteriori de la vitesse d’évolution pour chaque site le long de la séquence.
Ceci permet de comparer facilement la vitesse d’évolution tout au long de la séquence
et de détecter ainsi des régions particulières au sein du gène. Nous pouvons détecter
des régions fortement variables pouvant par exemple coder pour un site de liaison
anti-génique, ou au contraire des régions fortement conservées subissant par exemple
une pression de sélection purificatrice forte.
1.1.2.3 Pression de sélection
Dans son ouvrage De l’origine des espèces au moyen de la sélection naturelle, ou la
Préservation des races favorisées dans la lutte pour la vie publié en 1859, Charles Darwin
définit la sélection comme un mécanisme évolutif expliquant l’adaptation des espèces
à leur milieu. « Pouvons-nous douter ... que les individus ayant quelque avantage, aussi
léger soit-il, sur les autres, auraient une meilleure chance de survie et de procréer leurs
caractères. D’autre part, nous pouvons être sûrs que n’importe quelle variation du moindre
degré nuisible serait indéniablement détruite. C’est cette conservation des variations
favorables, et le rejet des variations nuisibles, que j’appelle -Sélection Naturelle-. Charles
Darwin,1859 ». Cette sélection entraîne l’apparition (sélection positive) ou la disparition
(sélection purificatrice) de certaines mutations. La présence de mutations dans une
région peut être bénéfique, en effet si on prend l’exemple de l’enveloppe du VIH, celle-ci
contient des régions variables (V1 à V5) permettant au virus d’échapper au système
immunitaire. À l’inverse et dans la majorité des cas les mutations sont néfastes.
Les mutations qui s’accumulent au cours de l’évolution dans les séquences codantes de
protéines peuvent être classées comme non synonymes ou synonymes. Ces mutations
vont respectivement modifier ou non l’acide aminé codé par le codon touché par la
mutation. En effet, en raison de la redondance du code génétique (cf. Annexe A), cer-
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taines mutations (notamment sur la troisième base des codons) ne vont pas modifier
la séquence d’acides aminés de la protéine. La comparaison entre ces mutations sy-
nonymes et non synonymes est un élément important pour l’étude de la pression de
sélection s’exerçant sur un gène (Kimura, 1984). Deux distances sont habituellement
calculées pour ces mutations synonymes et non synonymes. Elles sont définies comme
le nombre de mutations synonymes par site synonyme (dS) et comme le nombre de
mutations non synonymes par site non synonyme (dN). Le ratio dN/dS entre ces deux
distances fournit un puissant outil pour comprendre l’effet de la sélection naturelle sur
l’évolution de la séquence. On appelle ce ratio le dN/dS ou ω. Il permet de déterminer
le type de pression de sélection s’exerçant sur la protéine (ou une position donnée).
Si le ratio est inférieur à 1, ceci met en évidence une forte proportion de mutations
synonymes par rapport au nombre de mutations synonymes possibles et une faible
proportion de mutations non synonymes par rapport au nombre de mutations non
synonymes possibles. La protéine va donc varier peu, elle est sous pression de sélection
purificatrice. A l’inverse, si le ratio est supérieur à 1, celui-ci indique une proportion
plus forte de mutations non synonymes que de mutations synonymes, soit une pression
de sélection positive introduisant plus de diversité au niveau protéique. Ces mutations
non synonymes peuvent être avantageuses, elles vont par exemple augmenter son taux
de survie et de multiplication, elles seront donc maintenues. Enfin si le ratio est égal à 1,
la pression de sélection est dite neutre. Il peut également y avoir un mélange de sites
sous pression de sélection purificatrice et sous pression de sélection positive.
Deux classes principales de méthodes ont été développées afin de calculer ce ratio
dN/dS : des méthodes de comptage et une méthode de maximum de vraisemblance.
Méthodes de comptage Les premières méthodes utilisées pour estimer le dN/dS,
calculaient par comptage le dN et le dS pour chaque paire de séquences puis réalisaient
une moyenne du rapport obtenu (Miyata and Yasunaga, 1980; Nei and Gojobori, 1986).
Ces méthodes impliquent trois étapes :
1. compter les sites synonymes et non synonymes,
2. compter les mutations synonymes et non synonymes,
3. calculer les proportions de chaque et réaliser une correction.
Pour compter le nombre de sites synonymes (S) et non synonymes (N), nous observons
toutes les mutations possibles sur un codon et nous décomptons la proportion de
mutations synonymes et non synonymes. Par exemple, pour le codon GGG (Gly), chaque
base du codon peut muter. On obtient alors la liste de codons suivante : GGA (Gly),
GGU (Gly), GGC (Gly), GAG (Glu), GUG (Val), GCG (Ala), AGG (Arg), UGG (Trp), CGG
(Arg). Il y a donc ici 3 codons sur 9 codant pour le même acide aminé donc 3*3/9= 1
site synonyme, et 6 codons codant des acides aminés différents soit 3*6/9= 2 sites non
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synonymes. Nous multiplions par 3 afin de prendre en compte les 3 sites par codons. Le
nombre de sites synonymes et non synonymes correspond à la moyenne de la somme
obtenue sur les deux séquences. Par exemple, si on estime le nombre de sites sur les
deux séquences suivantes disposant de deux codons :
Seq 1 : TTT ACT
Seq 2: ATT ACA
Seq 1:
TTT (Phe): TTC (Phe), TTA (Leu), TTG (Leu), TCT (Ser), TAT (Tyr),
TGT (Cys), CTT (Leu), ATT (Ile) et GTT (Val)
Sites synonymes = 3 * 1/9= 1/3
Sites non synonymes= 3 * 8/9= 8/3
ACT (Thr): ACC (Thr), ACA (Thr), ACG (Thr), AAT (Asn), AGT (Ser),
ATT (Ile), TCT (Ser), CCT (Pro) et GCT (Gly)
Sites synonymes = 3 * 3/9= 1
Sites non synonymes= 3 * 6/9= 2
S1= 1/3+1 = 4/3
N1= 8/3+2 = 14/3
Seq 2:
ATT (Ile): ATA (Ile), ATC (Ile), ATG (Met), ACT (Thr), AAT (Asn),
AGT (Ser), TTT(Phe), CTT (Leu) et GTT (Val)
Sites synonymes = 3 * 2/9= 2/3
Sites non synonymes= 3 *7/9= 21/9
ACA (Thr): ACC (Thr), ACT (Thr), ACG (Thr), AAT (Asn), AGT (Ser),
ATT (Ile), TCT (Ser), CCT (Pro) et GCT (Gly)
Sites synonymes = 3 * 3/9= 1
Sites non synonymes= 3 * 6/9= 2
S2= 2/3 +1 = 5/3
N2= 21/9 +2 = 39/9
S= (S1+S2)/2 = (4/3 + 5/3)/2 = 3/2
N= (N1+N2)/2 = (14/3 + 39/9)/2 = 9/2
Pour compter les mutations synonymes et non synonymes, il est nécessaire de parcourir
par codons les paires de séquences. Si les codons sont identiques, nous comptons 0
29
Chapitre 1. État de l’art
mutation. S’il y a une mutation entre les deux codons, nous comptons une mutation
synonymes ou non synonymes en fonction de l’observation. S’il y a plus d’une mutation,
il existe alors quatre (deux mutations) ou six (trois mutations) chemins d’évolution
possibles entre les codons. Nous pouvons alors considérer tous les chemins comme
équiprobables ou les pondérer. La moyenne du nombre de mutations synonymes et
non synonymes ayant eu lieu au cours des différentes histoires évolutives possibles
est alors réalisée. La somme sur l’ensemble des sites correspond au nombre total de
mutations synonymes (Sd ) et non synonymes (Nd ).
Après application de la correction de JC69 nous obtenons les distances suivantes :
d N =−
3
4
l og (1−
4
3
Nd
N
)
dS =−
3
4
log (1−
4
3
Sd
S
)
(1.7)
Pour l’exemple précédant , nous obtenons :
Seq 1 : TTT ACT
Seq 2: ATT ACA
TTT(Phe) ATT(Ile) 1 mutation non synonyme
ACT (Thr) ACT(Thr) 1 mutation synonyme
Nous obtenons alors : d N /dS = 0.16 soit une pression de sélection purificatrice au sein
de la séquence.
Méthodes par maximum de vraisemblance La méthode de maximum de vraisem-
blance (Goldman and Yang, 1994) de base suit un modèle markovien de substitution
de codon. Ce modèle de markov dispose de 61 états (61 codons), il est construit en
spécifiant la matrice de substitution Q = qi j , où qi j correspond aux taux de substitution
entre les codons i et j. La matrice est définie telle que :
qi j =





















0, si i et j diffère sur plus d’une position
π j , si i et j diffère par une transversion synonyme,
κπ j , si i et j diffère par une transition synonyme,
ωπ j , si i et j diffère par une transversion non synonyme,
ωκπ j , si i et j diffère par une transition non synonyme.
(1.8)
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avec κ le taux de transition/transversion, ω le ratio dN/dS, et π j la fréquence du codon
j. Ainsi dans la matrice de substitution, nous obtenons par exemple les taux suivant :
— qC T A,C T C , soit le passage de CTA (Leu) à CTC (Leu) vaut πC T C ( transversion
synonyme),
— qC T A,C T G , soit le passage de CTA (Leu) à CTG (Leu) vaut κπC T G (une transition
synonyme),
— qC T A,ATG , soit le passage de CTA (Leu) à ATG (Met) vaut ωπC T G (transversion non
synonyme),
— qC T A,CCG , soit le passage de CTA (Leu) à CCG (Pro) vaut ωκπC T G (transition non
synonyme).
La fréquence des codons (si non fixée à 1/61) est généralement estimée en utilisant
la fréquence observée dans les données. Les paramètres κ, ω, et t correspondant à la
distance entre les séquences sont estimés par maximum de vraisemblance.
Ces méthodes sont également capables de calculer un ratio dN/dS pour chaque codon,
permettant une localisation précise des pressions de sélection devant être identifiées.
Yang et al. (2000) ont développé une dizaine de modèles plus ou moins complexes
spécifiques pour estimer le ratio dN/dS par site permettant notamment la détection
de sites sous pression de sélection positive. Le logiciel CODEML du package PAML
(Yang, 2007) implémente ces modèles. Il permet à partir d’un arbre phylogénétique et
d’un alignement de séquences d’obtenir le ratio dN/dS pour chaque site et ainsi de
détecter les sites sous pression de sélection positive permettant notamment de mettre
en évidence les régions très variables d’une protéine. Au cours de cette thèse, nous
avons notamment testé le modèle M8. Ce modèle fait varier le ratio dN/dS entre 0 et
1 selon une loi beta (α,β) discrétisée. Le modèle autorise également un ratio dN/dS
supérieur à 1 permettant ainsi la détection de pression de sélection positive. Le logiciel
va donc estimer les paramètres du modèle ayant la meilleur vraisemblance, permettant
ainsi d’obtenir le ratio dN/dS ainsi que la proportion de site sous pression de sélection
positive. Certains modèles développées par Yang (2007) sont imbriqués, par exemple la
seule différence entre le modèle M7 et le modèle M8 est la prise en compte de la pression
de sélection positive par le modèle M8. Nous pouvons alors vérifier la présence de sites
sous pression de selection positives en utilisant la statistique LRT pour "likelihood ratio
test". Celle-ci est définie selon la formule suivante :
LRT = 2∆l = 2(l1 − l0) (1.9)
avec l1 et l0 correspondant respectivement au log likelihood de chaque modèle. Un
LRT entre les modèles M7 et M8 supérieur au seuil de Khi2 (à 5%), montre que le gène
dispose bien de sites sous pression de sélection positive. Il est également possible de
comparer les modèles M0(dN/dS moyen) et M3 (discret en n classes), cependant il a
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été montré que la comparaison entre les modèles M7 et M8 était plus robuste afin de
vérifier la présence d’une pression de sélection positive (Anisimova et al., 2001).
1.1.2.4 Usage du code
La troisième mesure pour l’analyse de l’évolution d’un gène concerne le biais d’usage
du code. Le biais d’usage du code ("Codon usage" en anglais) correspond à l’utilisation
préférentielle d’un des codons possibles pour coder un acide aminé. En effet, le code
génétique permet à plusieurs codons de coder pour un même acide aminé, cependant
certains codons sont plus utilisés que d’autres. Par exemple, pour le virus du VIH-1, les
codons codant pour l’Alanine (A) ont les fréquences suivantes :
— GCT : 0.24
— GCC : 0.19
— GCA : 0.56
— GCG : 0.01
Ici le codons GCA est le plus utilisé pour coder l’Alanine (A). Il existe de nombreuses
hypothèses qui se sont multipliées ces dernières années pour expliquer ce biais d’usage
du code. Les deux principales sont présentées ici.
L’hypothèse la plus courante repose sur le processus de traduction influençant le choix
de certains codons. La traduction correspond au passage l’ARNm (ARN messager)
en acides aminés. Au cours de l’élongation de la protéine, les ribosomes parcourent
l’ARNm et recrutent les ARNt (ARN de transfert) qui sont reconnus par l’anticodon.
L’acide aminé porté par l’ARNt est alors incorporé dans la chaîne polypeptidique en
cours de synthèse.
Au cours du processus de traduction plusieurs phénomènes peuvent alors expliquer le
biais d’usage du code. Par exemple, on peut considérer :
1. les interactions plus ou moins fortes entre le codon et l’anticodon de l’ARNt. Les
codons/anticodons disposant d’interactions trop fortes ou trop faibles, ne seront
pas sélectionnés (Andersson et al., 1986).
2. l’abondance des ARNt disponibles dans la cellule (Ikemura, 1981). Plus il y a
d’ARNt disponibles plus le ribosome peut progresser vite.
3. l’utilisation précédente d’un ARNt. Une fois qu’un codon particulier a été utilisé,
les occurrences suivantes du même acide aminé seront codées par le même
codon permettant la réutilisation de l’ARNt disponible. (Cannarozzi et al., 2010)
Il existe de nombreuse mesures pour caractériser cette usage du code. Une des mesures
possibles est le calcul du RSCU, "Relative Synonymous Codon Usage" (Sharp and Li,
1987) qui correspond à la fréquence de chaque codon pour chaque acide aminé. À partir
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de cette mesure, il est possible de calculer le CAI (Sharp and Li, 1987) pour "Codon
Adaptation Index" permettant d’estimer si un gène donné suit ou non l’usage du code
des gènes fortement exprimés. Pour cela une table est estimée à partir d’un RSCU, avec
pour chacun des codons une valeur égale à sa valeur RSCU divisée par la valeur de
RSCU maximale parmi les codons qui codent le même acide aminé. Pour une séquence
donnée, le CAI correspond alors à la multiplication des valeurs de la table de CAI des
codons rencontrés divisées par le nombre de codons dans la séquence. Nous obtenons
alors un score plus ou moins important en fonction de la similarité avec l’usage du code
considéré. La mesure du CSI (Codon Similarity Index) est basée sur le même principe,
mais va comparer l’usage du code d’un gène donné avec par exemple l’usage du code
des autres gènes du génome.
Plusieurs éléments peuvent entraîner une modification de l’usage du code commun au
sein d’un génome. Il peut s’agir par exemple de la présence d’une pression de sélection
positive entraînant des mutations modifiant ainsi l’usage du code, ou de la présence
d’une pression imposant la conservation de codons dont les ARNt sont prédominants.
Les gènes disposant d’une telle pression seront ensuite fortement traduits . Un gène
récent créé de novo ou par transfert horizontal de matériel génétique (cf. Partie 1.2.1)
disposera également d’un usage du code différent. Cependant, au cours du temps
celui-ci peut s’homogénéiser avec celui du génome hôte.
1.2 Gènes chevauchants et évolution
Les gènes sont des éléments centraux chez les organismes vivants. Au cours du temps,
ils peuvent se modifier, évoluer, voir disparaître. Nous pouvons également observer la
formation de nouveaux gènes par divers mécanismes plus ou moins complexes. L’un de
ces mécanismes est la création de gènes chevauchants. Ces gènes chevauchants, comme
le chevauchement env/asp, correspondent à un enchevêtrement de gènes, entraînant
des contraintes de codage très fortes. Ces contraintes vont avoir une influence sur
l’évolution des gènes et doivent être prises en considération pour l’analyse des pressions
de sélection qui s’exercent sur ceux-ci.
1.2.1 La création de nouveaux gènes
Comme nous l’avons vu précédemment, un gène évolue au cours du temps. Des muta-
tions (modification de nucléotides) vont avoir lieu sur la séquence nucléique, ce qui
va permettre l’évolution des gènes. D’autres événements plus complexes tels que des
inversions de séquences, du brassage d’exons, des duplications ... peuvent avoir lieu,
pouvant entraîner une modification, une disparition de certains gènes, ou une appari-
tion de nouveaux gènes codant pour de nouvelles protéines avec des fonctionnalités
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différentes.
La création de nouveaux gènes est un mécanisme important permettant de générer
de nouvelles fonctionnalités au cours de l’évolution. Pour la création de nouveaux
gènes, plusieurs processus peuvent avoir lieu. Ils sont soit basés sur l’utilisation et la
modification d’anciens gènes, soit sur une création dite "de novo" à partir de séquences
non codantes. Certains de ces processus sont présentés dans la figure 1.8.
Le brassage d’exons ou de domaines (fig. 1.8.a) correspond à l’échange (insertion ou
délétion) d’exons entre gènes différents. Ceci va entraîner la formation de protéines
chimériques (recombinantes) (Gilbert, 1978). Nous pouvons donner l’exemple du TCR
(récepteur de cellule T) et du BCR (récepteur de cellule B), disposant d’une région
variable définie par brassage de domaines dans le génome.
La duplication de gènes (fig. 1.8.b) est un phénomène courant et très étudié. Il s’agit de
la copie d’un gène qui va ensuite diverger. Au moment de la duplication les deux gènes
auront la même fonction. Au cours du temps le gène dupliqué va soit continuer à coder
pour la même protéine, soit disparaître, soit évoluer pour acquérir des fonctions qui
lui sont propres. Le gène d’origine et le gène dupliqué sont des gènes paralogues. Par
exemple, la possibilité de voir en couleur est liée à la coexistence de trois gènes codant
la pigmentation de la rétine qui sont issus de la duplication d’un même gène.
Les éléments transposables sont des séquences d’ADN capables de se déplacer d’une
position à l’autre. Nous distinguons deux groupes principaux. Les éléments de classe I,
ou rétroéléments, qui transposent via la transcription inverse à l’aide d’un intermédiaire
ARN (fig. 1.8.c). Les éléments de la classe II transposent directement d’un site à un autre.
Ces éléments codent les instructions nécessaires à leur excision et réinsertion. Dans la
majorité des cas, ces éléments transposables sont éliminés par épissage alternatif 10 mais
ils peuvent également s’adapter. On peut prendre l’exemple du rétrotransposon SVA qui
accolé à un gène ancestral a permis la création des gènes de la famille AMAC (codant
une enzyme impliquée dans la synthèse des acides gras) présent chez les primates (Xing
et al., 2006).
Lors d’un transfert horizontal de gène (fig. 1.8.d) un organisme intègre un gène prove-
nant d’un autre organisme sans en être le descendant. Ce processus est très fréquent
chez les procaryotes (Doolittle, 1999) mais également présent chez les eucaryotes. Chez
l’homme plus d’une centaine de gènes seraient originaires d’un transfert horizontal
de gènes avec un autre organisme (Crisp et al., 2015). La présence de ces transferts
horizontaux peut créer des différences entre des phylogénies de gènes et d’espèces.
10. L’épissage est le processus par lequel les ARN pré messagers transcrits peuvent subir des étapes de
coupure et ligature conduisant à l’élimination de certaines régions dans l’ARN messager mature. Certains
gènes peuvent subir différents épissage (épissage alternatif) entraînant la création de diverse protéines.
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FIGURE 1.8 – Processus de création de nouveaux gènes. Huit processus moléculaires connus pour
la création de nouveaux gènes. On retrouve les gènes créés à partir d’autres gènes
avec : a. le brassage d’exons ou de domaines, b. la duplication de gène, c. la rétro-
transposition, d. le transfert horizontal de gènes, et e. la fission ou fusion de gène.
Et les gènes créés de novo soit f. à partir d’une séquence non codante, soit g. par
chevauchement de gène. Les gènes sont représentés par des rectangles colorés. (Basée
sur doi :10.1038/nrg3521)
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La fission et la fusion de gène (fig. 1.8.e) va soit couper un gène en deux gènes différents
soit fusionner deux gènes en un. Le gène Tryptophane synthase qui catalyse les deux
dernières étapes de la biosynthèse du tryptophane (absente chez les mammifères)
provient de la fusion entre les gènes TrpB1 et TrpA (Leopoldseder et al., 2006).
Enfin, très rarement la création de nouveaux gènes peut ne pas être réalisée à partir
d’un gène existant. Il s’agit alors d’une création de novo (fig. 1.8.f) qui est réalisée à partir
d’une séquence non codante. Au niveau des régions codantes, des mutations peuvent
également induire la création de novo d’un gène dans un autre cadre de lecture qui est
non codant (fig. 1.8.g) (Keese and Gibbs, 1992; Rancurel et al., 2009). On parle alors de
gènes chevauchants.
1.2.2 Les gènes chevauchants
Si nous considérons un gène codant pour une protéine un gène chevauchant peut
apparaître au sein de la séquence. À partir de la même séquence nucléique une protéine
différente peut alors être codée. L’ADN est constitué de deux brins, on dispose alors
jusqu’à six cadres de lecture (phases) possibles pour une séquence d’ADN donnée par
décalage d’un ou deux nucléotides sur chaque brin (cf. Figure 1.9).
5'
3'
3'
5'
ADN
CAGCATCTGTTGCAACTCACAGTCTGGGGCATTAA
Q      H     L      L     Q      L      T     V     W      G     I 
S       I      C     C     N      S     Q      S      G      A     L  
A      S      V     A      T      H     S      L      G     H      * 
GTCGTACACAACGTTGAGTGTCAGACCCCGTAATT
 X     A      T     N     C      S      V      T     Q      P     M          
  L     M     H     Q      L     E       C    D      P      A     N 
 X      A     H     T      A      V      *      L      R     P      C 
+1
+2
+3
-1
-2
-3
FIGURE 1.9 – Protéines codées en fonction de la phase de lecture. Chaque phase code potentiel-
lement pour une protéine différente. Les étoiles correspondent aux codons stops.
On lit la séquence avec un décalage d’un nucléotide pour la phase +2 et de deux
nucléotides sur la phase +3. Au niveau du brin complémentaire, la séquence sans
décalage correspond à la phase -1, avec un décalage d’un nucléotide correspond à la
phase -2, et avec un décalage de deux nucléotides correspond à la phase -3.
Si pour une phase donnée, autre que la phase du gène de "référence", on retrouve
une région débutant par un codon Start (codant généralement pour la Méthionine) et
dépourvu de codon stop, cette séquence correspond à un ORF et possiblement à un
gène. Sur la figure 1.9, nous observons les différentes phases de lecture possibles. On
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retrouve alors des séquences qui sont dépourvues de codons stop. Au niveau de la phase
-2 par exemple, on retrouve un codon start (ici noté M pour Méthionine), il existe donc
potentiellement un gène sur cette phase.
Les premiers gènes chevauchants annotés ont été découverts à la fin des années 70
(Barrell et al., 1976). Chez les bactéries, 1/3 des gènes annotés contiennent un che-
vauchement de gènes (Huvet and Stumpf, 2014). On en retrouve également chez les
eucaryotes ou chez les virus où ils sont très présents. En 2007, une étude (Belshaw et al.,
2007) a montré la présence de 819 chevauchements de gènes. Parmi les 701 génomes de
rétrovirus analysés, 56% des virus disposaient d’au moins un chevauchement de gènes.
La majorité des chevauchements sont situés aux extrémités des gènes. Les protéines
créées de novo par chevauchement sont dans la majorité des cas des protéines prédites
comme disposant d’une structure désordonnée (structure tridimensionnelle non stable).
Dans la plupart des cas, ces gènes chevauchants codent pour des protéines accessoires
jouant un rôle dans la pathogénicité ou dans la transmission du virus (Rancurel et al.,
2009).
Le chevauchement de gènes est une stratégie commune de compression du génome
permettant notamment pour les virus d’augmenter son répertoire protéique sans aug-
menter la taille de son génome (Barrell et al., 1976; Krakauer, 2000). Plusieurs arguments
ont été mis en avant pour expliquer la nécessité de compression du génome pour les
virus. Ceci pourrait permettre une régulation du taux de mutation, de la transcription ou
de l’expression génique ou bien une création de protéines très divergentes des protéines
existantes. Chirico et al. (2010) a montré que la contrainte imposée par la taille des
capsides est l’argument principal, notamment pour les capsides icosaédriques forte-
ment contraintes. Une capside icosaédrique est composé de sous-unités protéiques
identiques reliées ensemble dans un motif symétrique et répété. La géométrie des
capsides icosaédriques est telle que le nombre de sous-unités possibles (par exemple :
60, 180 ...etc) est fixé par le nombre de triangulation icosaedrique 11 (T) (Caspar and
Klug, 1962). Cependant très récemment, Brandes and Linial (2016) ont réfuté cette
affirmation. Ils ont démontré que les virus icosaédriques et non-icosaédrique sont im-
possibles à distinguer. Pour les deux types de capsides ils retrouvent les mêmes types de
chevauchement et des longueurs de chevauchement proches. Ils ont également montré
que les virus icosaédriques n’utilisent souvent qu’une partie du volume de la capside à
leur disposition. Ils estiment que la création de gènes de novo est l’argument principal
pour expliquer le chevauchement des gènes dans tous les virus.
Nous retrouvons des gènes chevauchants chez tous les organismes vivants. Dans la
majorité des cas, les chevauchements décrits dans la littérature sont situés sur la phase
11. Ce nombre permet de caractériser la taille et la complexité d’une capside icosaédrique. Un icosaèdre
étant formé de 20 unités, il faut au moins 60 sous-unité formant le nombre de triangulation T=1.
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+2 (Belshaw et al., 2007). Ceci peut s’expliquer par le fait que l’étude des chevauchements
en antisens est très récente. Il existe donc encore peu de gènes chevauchants découverts
situés sur le brin antisens. De plus la probabilité d’observer des gènes chevauchants
varie en fonction de la phase de lecture étudiée et de la composition nucléotidique de la
séquence de référence.
1.2.2.1 Probabilité d’observer un gène chevauchant
La probabilité d’observer un gène chevauchant non épissé induit la présence d’un ORF
chevauchant. La probabilité d’observer un ORF chevauchant est très corrélée avec la
probabilité d’observer un codon start et un codon stop. Celle-ci varie en fonction de
la phase considérée et du pourcentage de GC. Sabath et al. (Sabath et al., 2008a) ont
analysé la probabilité de présence d’un ORF sur les différentes phases de lecture en sens
à partir d’un jeux de données de 167 génomes bactériens. Ils ont montré que la présence
et la longueur des chevauchements dans la phase +2 sont corrélés négativement avec
le pourcentage de GC. Ceci est principalement induit par la probabilité de présence
du codon start. Ils ont observé la fréquence des codons start et stop en fonction du
pourcentage de GC et de la phase de lecture (cf. Fig. 1.10 a. et b.).
FIGURE 1.10 – Fréquences des codons starts et codons stops en fonction de la phase de lecture
et du pourcentage de GC. En haut, nous retrouvons les fréquences des chevauche-
ments sur le brin sens (phases +2 et +3). En bas, nous retrouvons les fréquences des
chevauchements sur le brin antisens (phases -1, -2 et -3).(Mir, 2015)
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Pour un pourcentage de GC élevé la probabilité d’observer un codon start est proche de
zéro, il est quasiment impossible de créer un gène chevauchant.
Pour la phase +3, nous ne retrouvons pas de corrélation significative. Sur cette phase la
fréquence attendue des codons start est faible et constante en fonction du pourcentage
de GC (cf. Fig. 1.10 a. et b.). Pour avoir un codon start (ATG) sur la phase +3, il est
nécessaire de présenter un codon se terminant par A (xxA) sur la phase +1 codante ainsi
qu’un codon (TGx) soit la suite de nucléotide "xxA TGx", avec x représentant n’importe
quel nucléotide (cf. Fig. 1.11).
nnA  TGn
X Y 
M/ Start+3
+1
FIGURE 1.11 – Codons nécessaires sur la phase +1 pour permettre la présence d’un codon start
sur la phase +3 n représente n’importe quel nucléotide. X représente un acide aminé
codé par un codon terminant par A.
L’un des codons TGx peut être le codon TGA, correspondant à un codon stop ne pouvant
pas être présent dans une séquence codante. Les trois autres codons (TGT, TGC et TGG)
codent pour la cystéine et le tryptophane faisant partie des acides aminés les plus rares
(fréquence de ∼ 1%). La probabilité d’observer un gène chevauchant sur cette phase est
donc beaucoup plus faible que pour la phase +2 et ne dépend pas du pourcentage de
GC.
Mir (2015) a reproduit les analyses de Sabath basées sur les 167 génomes bactériens en
ajoutant l’analyse des phases antisens tout en observant la probabilité de présence du
codon start et du codon stop (cf. Fig 1.10).
Les phases -1 et -3 présentent les mêmes caractéristiques que la phase +2 avec une
corrélation moins marquée au niveau du codon start et une probabilité d’observer un
codon start pour un pourcentage de GC faible également moins forte.
Pour la phase -2, plus le pourcentage de GC augmente plus la fréquence attendue de
codon start augmente et plus la fréquence attendue de codon stop diminue. Ainsi, plus
le pourcentage de GC est important plus la probabilité d’observer un ORF est forte.
À partir d’un pourcentage de GC de 50%, la phase -2 semble donc être la phase plus
favorable pour l’apparition d’un ORF sur le brin antisens.
Pour l’ensemble des phases de lecture en antisens, nous observons en général une
probabilité de présence de codons stops plus basse par rapport aux phases de lecture
situées sur le brin sens. Pour le codon start, les résultats sont plus variables en fonction
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des différentes phases de lecture. Cependant, en ne considérant que le pourcentage de
GC, la probabilité de présence d’un ORF sur l’antisens est significative et plus forte que
sur le brin sens notamment sur la phase +3.
La présence de gènes codants sur le brin antisens a été controversée pendant de nom-
breuses années. En 2002, le gène chevauchant en antisens HBZ du rétrovirus HTLV-1
a été mis en évidence. Celui-ci est considéré comme indispensable au virus et à sa
pathogenèse. La découverte de nombreux gènes en antisens pourrait donc bien avoir
lieu dans les prochaines années.
Comme nous pouvons le voir avec le pourcentage de GC, chaque phase de lecture a
un impactsur la probabilité d’observer un ORF qui lui est propre. Si nous observons
l’ensemble des codons d’un gène, nous pouvons facilement nous rendre compte que
ceux-ci sont très contraints au niveau des chevauchements, et ces contraintes seront
également plus ou moins fortes en fonction de la phase de lecture du chevauchement.
1.2.2.2 Contraintes des gènes chevauchants
Les contraintes imposées par les gènes chevauchants ont des impacts au niveau de
l’évolution des séquences ainsi qu’au niveau de la composition en acides aminés pour
la protéine codée par le gène créé de novo. En effet, une mutation synonyme ou non sur
l’un des ORFs va avoir un impact sur les deux ORFs. L’incidence va alors être différente
en fonction de la phase du gène chevauchant et de la position du nucléotide muté dans
le codon (cf. Figure 1.12).
FIGURE 1.12 – Orientations et fenêtres des ORF recouvrants. L’ORF de référence est situé en +1.
Chaque carré représente un nucléotide. Les positions 1 et 2 des codons entraînent
respectivement 5% et 0% de mutations synonymes (bleu). La troisième position,
pour laquelle plus de 70% des mutations sont synonymes, est en rouge.
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Si l’on prend l’exemple d’un ORF chevauchant en +2 (ou -3) par rapport à la référence
(+1), une mutation synonyme sur la troisième base d’un codon (mutation qui ne change
pas l’acide aminé codé) de l’ORF de référence, entraînera une mutation non synonyme
(mutation changeant l’acide aminé codé) pour l’ORF chevauchant. En effet, cette muta-
tion touche la deuxième base du codon de l’ORF chevauchant, ne permettant aucune
mutation synonyme. Par exemple, comme nous pouvons le voir sur la figure 1.13, un
codon codant une Proline sur la phase +1 (CCG) induira un codon CGx codant pour
une Arginine sur la phase +2. Une mutation synonyme de la troisième base du codon
en phase +1 (CCG -> CCC) entraînera une modification de l’acide aminé présent sur la
phase +2 (l’Arginine devient une Proline).
FIGURE 1.13 – Schéma illustrant les contraintes sur les mutations. Sur la phase +1 le codon
CCG code pour une Proline (Pro) induisant le codon CGx sur la phase +2 codant
pour une Arginine (Arg). Une mutation sur la troisième base du codon de la phase
+1 est synonyme pour celle-ci mais non synonyme pour la phase +2 (passage d’une
Arginine (Arg) à une Proline (Pro))
Cette observation est valable pour l’ensemble des mutations synonymes sur la troisième
base du codon en phase +1. Lors de la création d’un nouveau gène, la présence de
mutations peut permettre de générer un gène fonctionnel. Une fois celui-ci en place, le
nombre de mutations sera très restreint afin de garantir l’intégralité des deux gènes.
Au niveau des phases +3 et -1, une mutation synonyme sur la troisième base d’un codon
du gène de référence touchera la première base du gène chevauchant. Au vu du code
génétique, une mutation sur cette première base est synonyme dans seulement 5% des
cas. Une fois le gène créé il y a donc légèrement plus de flexibilité pour cette phase.
Enfin, au niveau de la phase -2, une mutation synonyme sur la troisième base d’un gène
de référence touchera également la troisième base du gène chevauchant. Une mutation
sur cette base entraîne dans plus de 70% des cas une mutation synonyme. Le maintien
d’un gène fonctionnel sur la phase -2 est donc possible sans impact réel sur le gène de
référence.
Les fortes contraintes induites par le chevauchement entraînent également un choix
restreint d’acides aminés présents sur le gène chevauchant. En effet pour un chevauche-
ment sur les phases +2, +3 ou -1, pour chaque site, si nous considérons le gène présent
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sur la phase +1 comme fixe, le nombre d’acides aminés différents possibles n’est que
de trois en moyenne. Il est légèrement supérieur à trois pour un chevauchement sur
la phase -3. En effet pour cette phase, les deuxièmes positions des codons d’un gène
coïncident avec les troisièmes positions de l’autre et inversement. Ceci permet une plus
grande variété d’acides aminés possibles.
Enfin, pour un chevauchement sur la phase -2, le nombre d’acides aminés variables
n’est que de 1.59 (Mir and Schober, 2014a). Les troisièmes bases des codons sont les
plus flexibles, la superposition de celles-ci va ainsi contraindre quasiment totalement la
séquence présente sur la phase -2 (cf. Fig. 1.14). Cette contrainte très forte au niveau
des différents acides aminés possibles, amène à penser que l’apparition d’un ORF
codant une protéine fonctionnelle sur la phase -2 est très peu probable. À partir de
ces contraintes Krakauer (2000) estime que la phase la plus probable serait la phase -3,
suivie par les phases +1, +2 puis -1 pour finir par la phase -2.
FIGURE 1.14 – Schémas illustrant le nombre d’acides aminés différents possible sur la phase
-2 (1) Si la séquence présente sur la phase +1 code pour une Proline (Pro), l’acide
aminé présent en vis-à-vis sur la phase -2 sera toujours une Glycine (Gly) (1 seul
choix possible). (2) Si la séquence présente sur la phase +1 code pour une Leucine
(Leu), l’acide aminé présent en vis-à-vis sur la phase -2 sera soit une Serine (Ser)
soit une Arginine (Arg) (2 choix possibles). (3) Si la séquence présente sur la phase
+1 code pour une Histidine (His) ou une Glutamine (Glu), l’acide aminé présent
en vis-à-vis sur la phase -2 sera soit une Cystéine (Cys) soit un Tryptophane (Trp)
(2 acides aminés choix possible). Nous pouvons également observer un codon stop
entraînant l’arrêt de l’ORF chevauchant.
Comme on peut s’y attendre les contraintes s’exerçant sur les gènes chevauchants ont
un impact sur l’évolution de ces gènes. La vitesse d’évolution, la pression de sélection
mais également l’usage du code vont être impacté par ce chevauchement de gènes.
1.2.2.3 Vitesse d’évolution et gènes chevauchants
Chez les rétrovirus, la vitesse d’évolution est estimée en moyenne à 10−3 mutations par
site et par an (entre 10−2 et 10−5 mutations par site et par an)(Simon-Loriere et al., 2013).
Pour le virus du VIH-1, elle est de l’ordre de 0.002 mutation par site et par an (Lemey
et al., 2006). Ceci permet aux virus de s’adapter rapidement à leur environnement et
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ainsi de résister aux médicaments anti-viraux et au système immunitaire de l’hôte. La
majorité des mutations sont délétères, en effet un trop grand nombre de mutations peut
entraîner l’extinction d’une population (Nowak and May, 1992). La présence de gènes
chevauchants va augmenter cet effet délétère. En effet une mutation ne va plus toucher
un mais plusieurs gènes. Par conséquent, les mutations au niveau des régions chevau-
chantes doivent être encore plus limitées. Pour la plupart des modèles mathématiques,
les gènes chevauchants entraînent alors une diminution du nombre de mutations, soit
une diminution de la vitesse d’évolution ce qui entraîne l’augmentation de la stabilité
du génome (Krakauer, 2002; Krakauer and Plotkin, 2002; Peleg et al., 2004). En accord
avec cette prédiction, il a récemment été montré une réduction de la vitesse d’évolu-
tion dans les zones chevauchantes pour une cinquantaine de virus à ARN animales et
végétales (cf. fig. 1.15).
FIGURE 1.15 – Corrélation entre la vitesse d’évolution (longueur de l’arbre phylogénétique) et
le pourcentage de chevauchement de gènes chevauchants (ratio entre la lon-
gueur de la région chevauchante et la longueur totale du gène). Rond bleu =
chevauchement interne, triangle vert : chevauchement 5’, triangle rouge : chevau-
chement 3’.(Simon-Loriere et al., 2013)
Sur les 117 chevauchements étudiés, plus des 2/3 présentent une vitesse significati-
vement plus faible au niveau de la région chevauchante. Cet effet est plus marqué
chez les gènes dont le chevauchement est total par rapport au gène disposant d’un
chevauchement sur une région terminale. En moyenne, on observe une longueur totale
de l’arbre phylogénétique de 1.41(± 0.26) dans les régions non chevauchantes et de
0.70 (± 0.10) dans les régions entièrement chevauchantes. Les gènes chevauchants ont
donc un impact sur la vitesse d’évolution des virus (Simon-Loriere et al., 2013). Cette
vitesse d’évolution plus lente au niveau des gènes chevauchants, réduit leur capacité
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d’adaptation.
1.2.2.4 Pression de sélection et gènes chevauchants
La présence de gènes chevauchants va également avoir une influence sur la pression de
sélection du gène fixe. Si un gène est sous pression de sélection purificatrice, la présence
d’un gène chevauchant également sous pression de sélection purificatrice, va comme
pour les régions dont la structure est contrainte diminuer le nombre de mutations
synonymes. En effet, les contraintes étant très importantes, le maintien des deux gènes
induit une diminution des mutations. De plus, nous pouvons nous attendre à observer
une stabilité de la proportion de mutations non synonymes et donc une augmentation
du ratio dN/dS au niveau de la région chevauchante.
Dans l’analyse de Simon-Loriere et al. (2013), sur une centaine de chevauchements,
nous observons une analyse différenciée du dN et du dS qui montre que le dN reste
stable tandis qu’il y a une forte diminution du dS. Sabath et al. (2012) ont également
illustrer cette propriété en analysant la divergence évolutive protéique ainsi que le ratio
dN/dS de 12 gènes chevauchants créés de novo. Ils montrent que le ratio dN/dS du gène
fixe augmente au cours du temps lors de l’apparition d’un gène chevauchant alors que
la diversité protéique reste stable. La pression de sélection purificatrice, qui se met en
place après la création du gène de novo, va alors progressivement diminuer la proportion
de mutations synonymes des sites situés au niveau de la région chevauchante du gène
fixe.
Il serait donc possible de détecter un gène chevauchant en analysant la pression de
sélection le long de la séquence. La difficulté va ensuite être de déterminer la pression
de sélection réelle, qui s’exerce sur chacun des gènes. L’interconnexion entre les gènes
rend cette estimation, de façon dissociée pour chacun des gènes, très complexe.
Dans le cas des gènes chevauchants, les méthodes standards utilisées pour estimer
le ratio dN/dS ne permettent pas d’obtenir la pression de sélection réelle s’exerçant
sur l’un des gènes en question. En effet, nous observerons un assemblage entre les
pressions de sélection des deux gènes qui sont difficilement différenciables. L’impact
de chaque mutation peut être synonyme pour l’un des gènes et non synonyme pour
l’autre. Plusieurs méthodes ont tenté d’estimer un ratio dN/dS propre à chaque phase
de lecture (Hein and Støvlbaek, 1995; Rogozin et al., 2002; Pedersen and Jensen, 2001;
Sabath et al., 2008b; Wei and Zhang, 2015), mais ces méthodes sont à l’heure actuelle
peu efficaces notamment sur le brin antisens.
Par exemple, Pedersen and Jensen (2001), puis Sabath et al. (2008b) ont réalisé un
modèle basé sur le modèle à codon de Goldman and Yang (1994) présenté précédem-
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ment. Sabath et al. (2008b) prennent en compte le codon de référence et les deux
codons chevauchants qui constituent un sextuplet. Pour un gène de référence A, si
nous considérons les sextuplets u et v du gène chevauchant, la matrice de substitution
Q Asextupl et = q
A
uv où q
A
uv est le taux de mutation entre le sextuplet u et sextuplet v :
q Auv =
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0, si u et v diffèrent sur plus d’une position ou en dehors du codon de référence
πv , si u et v diffèrent par une transversion synonyme sur les deux gènes,
κπv , si u et v diffèrent par une transition synonyme sur les deux gènes,
ω1πv , si u et v diffèrent par une transversion non synonyme sur le gène A
et synonyme sur le gène B,
ω2πv , si u et v diffèrent par une transversion non synonyme sur le gène B
et synonyme sur le gène A,
ω1κπv , si u et v diffèrent par une transition non synonyme sur le gène A
et synonyme sur le gène B,
ω2κπv , si u et v diffèrent par une transition non synonyme sur le gène B
et synonyme sur le gène A,
ω1ω2πv , si u et v diffèrent par une transversion non synonyme sur les deux gènes,
ω1ω2κπv , si u et v diffèrent par une transition non synonyme sur les deux gènes.
(1.10)
avecω1 etω2 représentant le ratioω respectivement pour les gènes A et B. Les contraintes
du code génétique et l’évolution au cours du temps sont ici bien prises en compte. Ce-
pendant, cette méthode n’est efficace que pour des séquences disposant de distances
évolutives supérieures à 8%.
Sabath a réutilisé cette méthode afin de détecter les gènes chevauchants fonctionnels
présents chez l’homme (Sabath and Graur, 2010) et chez les virus dont plus parti-
culièrement le virus Influenza A (Sabath et al., 2011). Chez l’homme, ils testent les
chevauchements INK4α/ARF, X BP1u /X BP1s , et GNAS1/ALEX qui sont bien caractérisés.
Malheureusement, pour le premier chevauchement INK4α/ARF, ils ne détectent pas
de pression de sélection pour le gène ARF. La longueur de seulement 64 codons du
chevauchement peut expliquer ce résultat. De plus ce gène est absent chez plusieurs
espèces, ils émettent alors l’hypothèse que le gène ARF n’est peut-être pas fonction-
nel et expliquerait l’absence de codon stop par un biais de mutation. La méthode ne
permet donc pas de trancher sur ce chevauchement. Pour le second chevauchement
X BP1u /X BP1s , ils ne détectent une pression de sélection que pour le gène X BP1u . Or,
le gène X BP1s est bien caractérisé et nous connaissons la fonctionnalité du gène. Enfin
pour le troisième chevauchement GNAS1/ALEX, ils trouvent une très faible pression de
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sélection pour le gène GNAS1 et aucune pression pour le gène ALEX.
Au niveau de l’étude sur les virus, ils analysent 7 chevauchements différents connus
provenant de divers virus. Ils ne retrouvent une pression de sélection pour les deux
gènes que pour un seul des chevauchements. Pour trois chevauchements, ils détectent
une pression de sélection pour un seul des deux gènes. Enfin, pour les trois derniers
aucune pression de sélection n’est détectée.
Il semble donc nécessaire d’améliorer encore ces méthodes afin de détecter une pres-
sion de sélection au niveau des gènes chevauchants. Un point important semble être
d’analyser de façon différenciée l’ensemble des différentes phases possibles. En effet,
comme nous l’avons vu précédemment, les contraintes au niveau des gènes chevau-
chants dépendent du sens et de la phase du chevauchement. Certains déphasages
contraignent l’évolution des gènes plus que d’autres.
1.2.2.5 Usage du code, mutations synonymes et gènes chevauchants
La présence de gènes chevauchants va également avoir une influence sur l’usage du
code observés pour les sites de la région chevauchante. En effet, comme nous l’avons
vu précédemment la vitesse d’évolution ainsi que le ratio dN/dS vont varier au niveau
des zones chevauchantes. Les mutations synonymes vont apparaître beaucoup plus
rarement. Il y aura donc une conservation beaucoup plus forte de certains codons ce qui
va modifier l’usage du code au niveau de ces sites. Pour un site donné, si nous ne retrou-
vons par exemple qu’un codon sur les quatre possibles codant un acide aminé, ceci peut
être dû à une contrainte forte empêchant la présence de mutations synonymes. Cette
contrainte peut illustrer la présence d’une structure particulière de l’ARN, ou la présence
d’un gène chevauchant. L’analyse des taux de substitutions des sites synonymes est
une approche efficace pour détecter les gènes chevauchants (ou les structures d’ARN
fonctionnelles). En effet une diminution statistiquement significative de la variabilité au
niveau des sites synonymes (variabilité dans la proportion des différents codons codant
une protéine) montre la présence d’une contrainte forte tel qu’un gène chevauchant.
C’est l’approche utilisée par plusieurs logiciels et notamment par le logiciel Synplot2
(Firth, 2014) permettant de détecter les régions fortement contraintes.
Le logiciel Synplot2 parcourt un arbre phylogénétique afin de former des paires de
séquences couvrant l’ensemble des branches de l’arbre phylogénétique exactement
deux fois (cf. fig. 1.16).
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FIGURE 1.16 – Schéma représentant le parcours de l’arbre phylogénétique Les paires de sé-
quences pour l’analyse sont réalisées en se déplaçant autour de l’arbre phylogéné-
tique. Ici nous analyserons les paires suivantes : AB, BC, CD, DE et EA. Ainsi chaque
branche n’est parcourue que deux fois.
Ceci permet au logiciel de prendre en compte la corrélation phylogénétique également
appelée inertie phylogénétique. En effet, lors des analyses de comparaison de séquences,
il est important de prendre en compte la dépendance statistique de ces séquences. En
tournant ainsi autour de l’arbre, nous prenons en compte la corrélation phylogénétique
entre chaque séquence en ne passant que deux fois sur chaque branche. Lors de la
comparaison d’une séquence avec toutes les autres séquences présentent dans l’arbre,
l’analyse va parcourir plusieurs fois les mêmes branches, nous prendrons alors plusieurs
fois en compte des évolutions de séquences identiques.
L’analyse est ensuite réalisée sur l’ensemble des positions de codons considérés comme
synonymes entre deux séquences. Pour une paire de séquences alignées par codons,
une position est définie comme un site synonyme si le même acide aminé est codé dans
les deux séquences. Un modèle de substitution est réalisé de tel sorte que la probabilité
relative de chaque substitution de nucléotide (y compris la substitution avec lui-même)
au niveau de ces sites synonymes, peut être calculée en considérant que les nucléotides
évoluent normalement de façon neutre (sans pression de sélection purificatrice). Le
modèle neutre réalisé est basé sur la matrice de substitution de Kimura (cf. Tableau 1.2
K80). Il tient alors compte des différentes probabilités de transitions et de transversions.
La probabilité de substitution de chaque base sur les codons synonymes est prise en
considération ce qui permet de prendre en compte le fait qu’une mutation synonyme
impliquant un simple changement (par exemple, CUG à CUU leucine) est plus probable
qu’une substitutions synonymes impliquant des changements supplémentaires (par
exemple CUU à UUG leucine). Le nombre attendu de substitutions sur un site synonyme
est alors calculé en utilisant la matrice de substitution et le taux de divergence entre
chaque séquence. Le nombre observé de substitutions pour chaque site synonyme peut
être égal à 0, 1, 2 ou 3. Le taux de divergence entre les séquences est défini telle que
la somme totale des mutations attendues soit égale à la somme totale des mutations
observées tout au long de la séquence.
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Pour chaque site de l’alignement, les statistiques (nombre attendu, observé et variance)
obtenues à partir des paires de séquences sont sommées. Un Z score est alors calculé
sur une fenêtre afin d’estimer une p-value ; soit la probabilité qu’une réduction de la
variabilité des sites synonymes au niveau de cette fenêtre serait possible en suivant
modèle neutre. Comme chaque branche de l’arbre est parcourue deux fois, la variance
calculée est multipliée par 2, permettant de prendre en compte le pire des cas et de
considérer ainsi l’hypothèse d’indépendance.
La comparaison entre le nombre attendu et observé permet ainsi de détecter les régions
disposant de gènes chevauchants ou de contraintes très fortes. En utilisant une fenêtre
plus ou moins grande, nous pouvons détecter des contraintes de structures (fenêtre
de petites tailles) ou des ORFs chevauchants (fenêtre de plus de 45 codons). Sur les 21
gènes chevauchants testés, la méthode en détecte 20, le gène chevauchant non détecté
disposant d’une pression de sélection très faible. La divergence nécessaire entre les
séquences de l’arbre est de 0.85 pour permettre une détection sur une fenêtre de 15
codons et de 0.25 pour une fenêtre de 45 codons. Ainsi, plus la taille de la fenêtre est
importante plus la méthode sera sensible.
Nous avons donc vu que les gènes chevauchants entraînaient des contraintes fortes
variant en fonction de la phase de lecture du chevauchement. Ces contraintes vont avoir
une influence sur l’évolution des gènes. Certaines méthodes utilisent ces contraintes
afin de permettre la détection des gènes chevauchants. Une diminution de la vitesse
d’évolution ou une augmentation du dN/dS peuvent être des indices de la présence
d’un gène chevauchant. Nous pouvons noter la relative efficacité du logiciel Synplot2
pour la détection de régions fortement contraintes telles que les gènes chevauchants.
Des méthodes tentent également d’estimer la pression de sélection s’exerçant sur les
gènes chevauchants. Ces analyses ne sont malheureusement pas encore très efficaces.
En effet les contraintes s’exerçant sur les gènes chevauchants sont très complexes à
prendre en considération. Celles-ci impliquent une analyse de l’évolution par sextuplet
(deux codons) en considérant les deux phases impliquées en même temps.
Au cours de cette thèse, nous étudierons en particulier l’évolution du gène asp. Ce gène
est présent dans les séquences du VIH-1 et est chevauchant par rapport au gène env
codant les protéines de l’enveloppe.
1.3 Le VIH, les gènes env et asp
1.3.1 Le VIH
Le VIH est l’agent causal du SIDA (Syndrome d’ImmunoDéficience Acquise). Il s’agit
d’une des pandémies virales les plus dévastatrices de l’histoire. Selon les estimations de
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l’ONUSIDA (programme commun des Nations Unies destiné à lutter contre la pandémie
du VIH/SIDA), il touche près de 37 millions d’individus dans le monde, dont plus des
deux tiers vivent en Afrique sub-saharienne. C’est la première cause pathologique de
décès en Afrique, la quatrième à l’échelle mondiale, comptant plus de 31 millions de
décès.
Il s’agit d’un rétrovirus infectant principalement les cellules du système immunitaire,
plus particulièrement les lymphocytes T CD4+ et les cellules d’origine monocytaire.
Cette infection va entraîner une diminution de l’immunité cellulaire, et permettre l’ap-
parition d’infections opportunistes. Le SIDA est le stade le plus avancé de l’infection à
VIH. Il peut apparaître au bout de 2 à 15 ans selon le cas, et se caractérise par l’apparition
de certains cancers, d’infections et autres manifestations cliniques sévères.
En juillet 1981 à Atlanta, le CDC (Centers for Disease Control and Prevention) relève
un accroissement anormal du nombre de cas de pneumonies à Pneumocystis carinii
et de sarcomes de Kaposi, affections rares touchant les sujets immunodéprimés. La
proportion de sujets homosexuels touchés est très importante. La maladie prend alors
les noms de "gay pneumonia", "gay cancer", "GRID" (Gay-Related Immune Deficiency)
ou encore "gay compromise syndrome". Ces symptômes sont ensuite détectés chez des
toxicomanes et des personnes transfusées, puis chez des hétérosexuels. Un nouveau
syndrome universel est donc né. Sa particularité est l’acquisition d’un état immunodé-
primé, en France il est alors nommé SIDA. Le virus du VIH a ensuite été isolé la première
fois en 1983 par l’équipe de Luc Montagnier (Barré-Sinoussi et al., 1983). Depuis, les
progrès réalisés en termes de médication, et notamment avec l’introduction en 1996,
des thérapies antirétrovirales hautement actives (HAART), permettent aux personnes
infectées par ce virus de vivre plus longtemps et dans de meilleures conditions tout
en réduisant les transmissions sexuelles et mère/enfant. L’accès à ces thérapies anti-
rétrovirales s’est grandement amélioré depuis ces dernières années. En juin 2015, 15,8
millions de personnes infectées par le VIH y avaient accès, contre 13,6 millions en Juin
2014. Les nouvelles infections par le VIH ont baissé de 35% et les décès liés au SIDA
de 41% (ONUSIDA 2015). Cependant, il n’existe encore aucun vaccin ou traitement
permettant d’éradiquer ce rétrovirus. Une des raisons de cet échec est l’évolution rapide
du VIH, produisant un grand nombre de variants génétiquement distincts, échappant
continuellement aux pressions immunitaires et médicamenteuses. Il s’agit d’un des
organismes évoluant le plus rapidement Rambaut et al. (2004). Ces variations peuvent
s’expliquer par diverses raisons telles que les erreurs de la transcriptase inverses, la pré-
sence de recombinants, et d’une pression de sélection positive s’exerçant sur certains
sites (Vartanian et al., 1991).
Les virus sont des agents infectieux qui peuvent utiliser la "machinerie cellulaire" de
la cellule infectée. Cependant le support de l’information génétique d’une cellule est
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l’ADN, tandis qu’un rétrovirus transmet sont information avec de l’ARN. Le VIH réalise
donc une étape de transcription inverse afin de convertir son ARN viral en ADN qui
s’intégrera ensuite à l’aide de l’intégrase dans le génome de la cellule hôte (Fig. 1.17).
ARN
ADN
1. LIAISON
A la surface d'une cellule T, 
le VIH se lie à un récepteur CD4 
et à un des deux co-recepteur 
CXR4 ou CCR5
2. FUSION
Le virus fusionne avec 
la membrane de la 
cellule hôte et libère 
son matériel 
génétique (ARN) 
dans la cellule. 
VIH
3. TRANSCRIPTION
inverse
Le brin d'ARN est 
converti en ADN 
par la transcriptase
inverse.
5. TRANSCRIPTION 
et TRADUCTION
L'ARN polymérase 
transcrit en ARN, 
et traduit en 
protéines virales.
4. INTÉGRATION
L'intégrase coupe l'ADN 
de la cellule hôte et intègre 
l'ADN viral.
6. ASSEMBLAGE et 
LIBERATION
Les longues chaines 
protéiques sont clivées 
par la protease. 
Un nouveau virus est 
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protéine
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FIGURE 1.17 – Représentation schématique du cycle viral du VIH.
Cependant, la transcriptase inverse, enzyme permettant la transcription inverse, com-
met un nombre important d’erreurs, avec jusqu’à 0.2 erreur par génome à chaque cycle
réplicatif pour les rétrovirus (Drake, 1993). Cette enzyme est aussi connue pour sauter
d’un brin d’ADN à un autre, pouvant créer des insertions ou des délétions, voir des
recombinaisons lorsque la cellule est infectée par plusieurs variants (An and Telesnitsky,
2002). De plus, au moment de la transcription inverse, l’enzyme APOBEC3G induirait
une hypermutation du brin d’ARN et d’ADN simple brin formé (Harris et al., 2003;
Mangeat et al., 2003; Zhang et al., 2003).
Ces mutations vont particulièrement être maintenues au sein des sites sous pression de
sélection positive présents au niveau de certaines régions des protéines de l’enveloppe,
notamment au niveau des épitopes (également appelés déterminants antigéniques).
Ceci permet alors au virus d’échapper au système immunitaire. Nous pouvons égale-
ment observer des mutations au niveau des régions ciblées par les thérapies antirétrovi-
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rales (mutations de résistance). Tout ceci, couplé avec une réplication virale intensive,
d’environ 1010 à 1012 nouveaux virions 12 par jour et par individu (Perelson et al., 1996)
font que, malgré une forte proportion de perte des différents virons, le VIH présente
non seulement une grande diversité génétique inter-hôte, mais également intra-hôte.
1.3.1.1 Diversité génétique du VIH
De nos jours, deux types de VIH sont identifiés : le VIH de type 1 (VIH-1) et le VIH de
type 2 (VIH-2). Le VIH-2 est très peu présent, soit moins de 3% des personnes vivant
avec le VIH/SIDA. Nous le retrouvons surtout en Afrique de l’Ouest mais quelques
cas apparaissent en Inde ou en Europe, en majorité chez des personnes originaires de
l’Afrique de l’Ouest. Les principales différences entre ces deux types de virus se font au
niveau génétique où une différence de l’ordre de 50% est observée. Il existe également
une différence au niveau protéique avec la présence d’une protéine virale vpu chez
le VIH-1, absente chez le VIH-2 et la présence d’une autre protéine virale, vpx, chez
le VIH-2, absente au niveau du VIH-1. Il est reconnu que les personnes infectées par
le VIH-2 atteignent plus tardivement le stade SIDA en raison d’une réplication virale
amoindri par rapport au VIH-1 (Marlink et al., 1994).
Sur la base d’analyses phylogénétiques, il est également possible de diviser les souches
du VIH-1 en 4 groupes, les groupes M (Main/ Major), O (outlier), N(New ou Non M/Non
O) et P. Les virus appartenant au groupe M du VIH-1 sont responsables de la pandémie
de SIDA. Les virus des groupes N, O et P du VIH-1 sont surtout observés au Cameroun,
ou chez des patients d’origine camerounaise, avec de très faibles prévalences (seulement
deux cas identifiés pour le groupe P).
Chaque groupe correspond à une transmission inter-espèces d’un virus infectant les
singes d’Afrique (le SIV pour Simian Immunodeficency Virus) vers l’homme. La trans-
mission inter-espèces de virus est un phénomène courant. Nous pouvons par exemple
citer les virus de la grippe, de la Dengue, de la rage, le virus Chikungunya, le virus Ebola
ou le virus Zika pour lesquelles des transmissions inter-espèces du virus ont eu lieu.
L’origine simienne du VIH a été suspectée dès 1985, lorsque trois SIV furent isolés chez
des macaques rhésus (Macaca mulatta) qui présentaient des symptômes similaires à
ceux du SIDA chez l’homme (Henrickson et al., 1983; Daniel et al., 1985). Par la suite,
l’isolation de deux souches SIV provenant de chimpanzés (Pan troglodytes troglodytes)
du Gabon, favorisa l’hypothèse des chimpanzés comme réservoir du VIH-1 (Huet et al.,
1990; Peeters et al., 1989). Deux sous-espèces du chimpanzé sont porteuses de souches
SIV : les Pan troglodytes troglodytes, chimpanzés vivant à l’ouest de l’Afrique centrale,
infectés par le SIVcpzPtt ; et les Pan troglodytes schweinfurthii, chimpanzés vivant au
12. Particules virales complètes
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nord et à l’est de l’Afrique centrale, infectés par le SIVcpzPts . En 2006, les réservoirs
directs des groupes M et N du VIH-1 sont identifiés dans deux communautés distinctes
de chimpanzés (Pan troglodytes troglodytes) vivant au Sud du Cameroun (Keele et al.,
2006). Les modélisations mathématiques estiment que les souches du groupe M du
VIH-1 sont apparus au alentour de 1920 (Faria et al., 2014), tandis que les souches ap-
partenant au groupe N seraient apparues au début des années soixante (Worobey et al.,
2008). Pour les groupes O et P, ils sont également apparus au Sud du Cameroun, mais
l’origine provient d’une transmission d’un virus SIVgor touchant le gorille des plaines
occidentales (Gorilla gorilla gorilla)(D’arc et al., 2015)( cf. Fig. 1.18). Les modélisations
mathématiques estiment que le plus ancien ancêtre commun du groupe O date de 1928
(Faria et al., 2014). Le nombre de séquences disponibles pour le groupe P (2 individus
identifiés) est insuffisant pour réaliser une estimation statistiquement significative.
1920
Groupe M
Groupe N
1960
Gorilla gorilla gorilla1928
Pan troglodyte troglodyte
(Chimpanzé)
Groupe O et P
FIGURE 1.18 – Représentation de l’arbre phylogénétique du VIH-1 (basée sur : Ariën et al.
(2007)) et des transmissions inter-espèces de virus simiens. L’origine des
groupes O et P provient d’une transmission inter-espèces du virus SIVgor tou-
chant le gorille des plaines occidentales. Le plus ancien ancêtre commun du
groupe O daterait de 1928.L’origine des groupes M et N provient d’une trans-
mission inter-espèce du virus SIVcpz touchant le Chimpanzé Pan troglodyte
troglodyte. Le plus ancien ancêtre commun du groupe M daterai de 1920, celui
du groupe N du début des années 60.
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La théorie la plus probable pour expliquer la transmission inter-espèces du virus est
la pratique de la chasse. En effet, en Afrique les singes sont communément chassés et
domestiqués, il s’agit d’une source de revenu et d’alimentation. Les contacts directs avec
les sécrétions corporelles du singe, notamment avec le sang lors de la préparation ou lors
de morsures, auraient permis la transmission du virus (Hahn et al., 2000). Après cette
transmission, des mécanismes évolutifs d’adaptation ont permis au SIV de s’adapter
à l’homme et engendrer le VIH (Sharp and Hahn, 2010). Nous pouvons par exemple
noter l’évolution du gène Vif afin de contrer l’enzyme APOBEC3G agissant contre les
rétrovirus (Takeuchi et al., 2005).
A ce jour, seulement deux individus porteurs du VIH-1 groupe P ont été identifiés.
L’équipe du Professeur Plantier a mis en évidence le premier cas en 2009 (Plantier et al.,
2009). Il s’agit d’une femme originaire du Cameroun ayant séjourné dans différentes
villes autour de Yaoundé (lieu probable de la contamination). Elle a été testée séropo-
sitive en 2004 peu après son installation en France. En 2011, Vallari et al. (2011) ont
confirmé la circulation de ce variant. Ils ont testé 1736 souches de VIH-1, collectées au
Cameroun , et ont identifié une nouvelle souche provenant du groupe P. Une infection
par une souche du groupe P reste très rare et ne représente que 0.06% des infections
dues au VIH au Cameroun.
Le premier cas d’infection au VIH-1 groupe N a été identifié en mai 1995. Afin de
confirmer la circulation de ce variant génétique, ils ont testé 700 souches de VIH-
1 collectées entre 1988 et 1997. Seulement une autre souche VIH-1 groupe N a été
identifiée (Simon et al., 1998). Par la suite, moins d’une vingtaine de cas ont été détectés
(1 seul ne provenant pas d’une personne originaire ou vivant au Cameroun) (Mourez
et al., 2013).
Comparé au groupe P et N, les souches du groupe O sont plus fréquentes. La prévalence
la plus forte de ce groupe est située au Cameroun où il représente environ 1% des
infections au VIH-1 (Vessière et al., 2010). La première observation d’une souche du
groupe O a eu lieu en 1990, chez un couple originaire du Cameroun habitant en Belgique.
(De Leys et al., 1990).
Le groupe M est le groupe pandémique, il représente plus de 98% des souches de VIH-1.
C’est au sein de ce groupe que l’on retrouve la plus grande diversité génétique. Les virus
du groupe M peuvent être divisés en neuf sous-types (A, B, C, D, F, G, H, J et K), chaque
sous-type formant une lignée monophylétique. Certains sous-types sont eux-mêmes
divisés en sous-sous-types (A1 à A4, F1 et F2). Lors d’événements de co- ou surinfec-
tion, une cellule infectée par deux virus différents peut produire un virus recombinant
entre ces deux variants. Si un virus recombinant infecte au moins trois personnes sans
lien épidémiologique évident (Robertson et al., 2000b), il est appelé CRF (Circulating
Recombinant Form), autrement il est désigné par URF (Unique Recombinant Form).
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Actuellement, 58 CRF intra-groupe sont référencés pour le groupe M du VIH-1.
FIGURE 1.19 – Répartition mondiale des sous-types et recombinant du VIH-1. Dans la figure
principale, les camemberts représentent la distribution des sous-types et recombi-
nants du VIH durant la période 2004 à 2007. Les surfaces des camemberts corres-
pondent aux nombres de personnes vivant avec le VIH dans les différentes régions.
Trends in Molecular Medicine 2012 18, 182-192 DOI :(10.1016/j.molmed.2011.12.001)
Copyright ©2011 Elsevier Ltd
La distribution géographique de cette diversité génétique est intéressante (cf. Fig. 1.19).
En effet c’est dans l’ouest de l’Afrique centrale, où le virus est apparu, qu’elle est la
plus forte. Dans cette région l’ensemble des sous-types, CRF et URF ont été identifiés.
À l’exception de l’Afrique centrale, nous retrouvons des spécificités au niveau de la
répartition géographique des sous-types. Cette distribution semble être la conséquence
de migrations virales, suivies par des transmissions locales ("effet fondateur") (cf. Fig.
1.20).
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FIGURE 1.20 – Diversité génétique (Rambaut et al., 2004). La diversité génétique du groupe M est
le résultat de plusieurs événements d’épidémies isolées géographiquement (triangles
colorés inférieurs) créés à partir de souches qui étaient présentes dans une popula-
tion source (grand triangle de base) dans l’ouest de l’Afrique Central. Dans chacune
de ces épidémies, des phénomènes courant de recombinaisons entre les souches
ont lieu (flèches au sein des triangles). Par la suite, avec l’aide des mouvements de
population, les zones géographiques de ces épidémies ont évolué permettant des
recombinaisons entre les sous-types (flèche entre triangles).
Les hommes infectés circulaient notamment le long de la rivière Sangha par bateaux
ou ferries jusqu’à Kinshasa. Les mouvements de populations, pouvant être liés à de
nombreuses raisons (tourisme, tourisme sexuel, immigration, guerres, ouvrier à la
mine...), ont participé à la diffusion de ces variants génétiques. La région de Kinshasa
disposent d’un réseau de transport assez important (route, chemin de fer, rivière),
et le commerce sexuel y était très présent à cette époque. À partir des années 1960,
l’expansion du VIH est en grande partie liée à la diffusion du virus dans les groupes à
risque telle que les prostitués, les homosexuels masculins ou les personnes droguées
utilisant des seringues contaminées.
Parmi cette diversité génétique, le sous-type C est responsable de près de 50% des
infections mondiales dues au VIH-1. Il est prédominant en Afrique, dans le Nord de
l’Asie, et au Moyen-Orient. Le sous-type A est quant à lieu responsable de 12% des
infections, il est prédominant en Afrique et en Europe. Le sous-type B touche 11%
des personnes vivant avec le VIH, il est prédominant en Amérique, et en Europe de
l’Est. A l’intérieur du groupe M, la variabilité génétique entre les sous-types est variable
en fonction des gènes du génome du VIH-1. Elle est d’environ 12% pour le gène gag,
environ 18% pour le gène env et environ 10% pour le gène pol (Robertson et al., 2000a).
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1.3.1.2 Génome du VIH-1
La taille du génome du VIH-1 est environ de 9 200 nucléotides. Il est constitué de régions
codantes et de régions non codantes. Les régions non codantes, situées en 5’ et en 3’,
constituent les LTR (long terminal repeat) qui entourent les régions codantes. Ces LTR
jouent un rôle dans la régulation de l’expression des gènes viraux. Elles contiennent des
éléments essentiels pour la transcription et la réplication virale.
La partie codante est composée de 9 gènes connus (sans prendre en compte le gène
asp), les trois gènes rétroviraux structuraux gag, pol et env et un ensemble de gènes
régulateurs ou accessoires, permettant l’expression et la persistance du virus au sein
des organismes infectés (vif, vpr, vpu, tat, rev et nef ) (cf. Fig. 1.21 et Fig. 1.22) .
FIGURE 1.21 – Organisation du génome du virus du VIH-1. Le génome du VIH-1 dispose de 9
gènes connus dont certains sont chevauchants. (basée sur une image de Thomas
Splettstoesser www.scistyle.com)
Le gène gag code pour l’expression de protéines structurales du virion. Il s’agit de 4
protéines différentes : la protéine p24 qui correspond à une protéine de capside ; la
protéine p17 qui est une protéine formant la matrice ; la protéine p9 qui est une protéine
de la nucléocapside et la protéine p6 importante pour le bourgeonnement du virus et
pour l’incorporation de la protéine virale Vpr dans les particules.
Le gène pol (polymérase) code pour l’expression des enzymes impliquées dans la ré-
plication, l’intégration virale et la maturation du virion. Il code notamment pour : la
transcriptase inverse qui permet la transcription inverse de l’ARN génomique en ADN
qui dispose également d’une activité ribonucléase H permettant d’hydrolyser l’ARN
viral, la protéase qui clive les précurseurs protéiques afin d’aboutir aux différentes pro-
téines virales et l’intégrase qui intègre la copie d’ADN du génome de VIH dans l’ADN
hôte.
Le gène vif code pour la protéine Vif (Virion Infectivity Factor), il s’agit d’une protéine
qui augmente le pouvoir infectieux des particules du VIH. Elle est située dans les cellules
infectées par le VIH, et agit en interférant avec la protéine APOBEC3G (protéine du
système immunitaire) (Sheehy et al., 2002).
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Capside
p24
Protéine de la matrice 
p17
Nucleocapside
p9
Protéase
Transcriptase
inverse
Intégrase
ARN
GP120
GP41
Membrane
Protéines de la 
cellule hôte
Tat
Gène Protéine
gag (Group-specific antigen) Protéines structurales (p17, p24, p9, p7)
pol (Polymerase) Protéine enzymatiques : transcriptase inverse,
protease et intégrase (p64, p51, p10, p32)
env (Enveloppe) Glycoprotéine de l’enveloppe, gp120 qui se lie au
CD4/CCR5 et gp41 nécessaire pour la fusion et
l’internalisation du virus.
tat (Transactivator) Régulateur positif de la transcription (p14/tat)
rev (Regulator of viral expression) Permet l’exportation du noyau des
ARNm non/partiellement épissés et
l’encapsidation des protéines virales (p19)
vif (Viral infectivity factor) Affecte le pouvoir infectieux de la particule
virale (p23)
vpr (Viral protein R) Transport de l’ADN au noyau et
active la production de protéines virales (p15)
vpu (Viral protein U) Dégradation CD4 et bourgeonnement,
contre l’effet de la tetherine/bst-2 (p16)
nef (Negative-regulation factor) Augmente la réplication virale.
Rôle dans échappement au système immunitaire
et MHC class II (p27)
FIGURE 1.22 – Structure du virus du VIH-1 et tableau récapitulatif des protéines codées par
les différents gènes du VIH-1
(structure basée sur image de Thomas Splettstoesser www.scistyle.com) 57
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Le gène vpr code pour la protéine Vpr (Viral protein R). Cette protéine joue un rôle dans
la régulation de l’import nucléaire du complexe de pré-intégration du VIH-1 (Heinzinger
et al., 1994). Elle est également nécessaire pour la réplication du virus dans des cellules
ne se divisant pas telles que les macrophages primaires (Connor et al., 1995). Enfin elle
induit l’arrêt en phase G2 du cycle cellulaire en ciblant le complexe SLX4. L’activation
de ce complexe SLX4 par Vpr permet au VIH d’échapper à la détection du système
immunitaire (Laguette et al., 2014).
Le gène tat est l’abbréviation de "transactivator" en anglais, il s’agit d’un gène régulateur
produisant la protéine Tat qui active l’élongation de la transcription. La protéine Tat
est codée par deux exons dont un chevauchant le gène env. L’interaction de la protéine
avec la région TAR du LTR (trans-activation responsive element qui correspond à une
séquence d’ARN présente à l’extrémité 5’ des ARN viraux) permet l’augmentation de
l’expression du VIH (Mujeeb et al., 1994).
Le gène rev est un autre gène régulateur produisant la protéine Rev. Cette protéine
stimule la production de protéines de structure du VIH, mais inhibe l’expression de
gènes de régulation du VIH (phénomène de contre-réaction). Elle est présente dans le
nucléole des cellules infectées, et permet le transport à l’extérieur du noyau des ARNm
viraux non épissés et partiellement épissés, codant pour les protéines de structure
(Pollard and Malim, 1998). Elle joue également un rôle dans l’encapsidation de ces
protéines (Blissenbach et al., 2010).
Le gène vpu code pour la protéine Vpu (Viral protein). Il s’agit d’une protéine membra-
naire capable de s’oligomériser (Sato et al., 1990). Elle entraîne la dégradation cytoplas-
mique du CD4 et améliore la libération des virions néo-synthétisés (Bour et al., 1995).
Elle permet de contrer l’effet de la tetherine/bst-2 qui dispose d’une activité anti-virale
(Neil et al., 2008).
Le gène env code pour l’expression de glycoprotéines : la glycoprotéine gp120 et la
glycoprotéine gp41 formant l’enveloppe virale (cf section 1.3.2) permettant la fusion du
virus dans la cellule hôte.
Le gène nef code pour la protéine Nef (Negative regulation factor). Cette protéine ré-
prime l’expression membranaire du CD4 (Garcia and Miller, 1991) ainsi que l’expression
membranaire du CMH de classe I (Schwartz et al., 1996) permettant au virus d’échapper
à la réponse immunitaire. Elle entraîne l’exclusion des protéines SERINC3 et SERINC5
du virion qui réduisent l’infectiosité du virus (Usami et al., 2015; Rosa et al., 2015).
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1.3.2 Le gène env
Le gène env code pour un précurseur protéique de 90 kDa qui subit une glycosylation,
pour former une glycoprotéine de 160 kDa, la glycoprotéine gp160. Cette protéine va être
clivée par des protéases cellulaires pour donner les deux protéines matures : la gp120,
une glycoprotéine de surface permettant l’attachement du virus sur les récepteurs
cellulaires, ainsi que la gp41 une glycoprotéine transmembranaire qui dirige la fusion
des membranes virales et cellulaires (cf. fig. 1.23).
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FIGURE 1.23 – GP120 et GP40 (A) Le précurseur gp160 est clivé en deux protéines : gp120 et gp41.
La protéine gp120 porte les domaines de fixation à CD4 et aux corécepteurs. La
protéine gp41 est une protéine transmembranaire qui porte le domaine de fusion.
(B) Les protéines gp120 et gp41, chacune sous forme trimérique, s’organisent en
complexe à la surface du virus.
La protéine gp120, permet en interagissant avec les récepteurs cellulaires CD4 et les
co-récepteurs CCR5 ou CXCR4 d’initier le processus de fusion qui permet au virus
d’entrer dans la cellule. Elle est constituée de 5 régions constantes (C1 à C5) et de
5 régions variables (V1 à V5). Parmi ces régions variables, la boucle V3 d’environ 35
résidus, contient l’épitope majeur et est dévoilée après interaction de la gp120 avec
le CD4 (Zolla-Pazner et al., 2008). Les virus CXCR4 et CCR5 tropiques se distinguent
par la structure et la charge de leur boucle V3 (Verrier et al., 1999). Des analyses de
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séquences ont notamment permis de montrer que si les positions 11, 24 et 25 de la
boucle V3 sont chargées positivement, les virus vont interagir avec CXCR4, sinon ils
interagissent avec CCR5 (Cardozo et al., 2007). La gp41 joue un rôle essentiel dans la
fusion des membranes du virus avec les cellules cibles. Elle contient deux domaines
hydrophobes permettant l’ancrage à la membrane et la fusion en N-terminal (cf. fig.
1.23).
FIGURE 1.24 – Prédiction de la structure secondaire du RRE. (Fernandes et al., 2012)
Au niveau du gène env, il existe une région où l’ARN viral est extrêmement structuré.
Cette région correspond au RRE (Rev Response Element), elle s’étend sur environ 350
nucléotides. Les contraintes de structure sur cette zone entraînent une conservation
très forte au niveau nucléotidique. Cette structure permet la formation du complexe
oligomérique Rev-RRE. Ce complexe permet l’exportation des ARNm non épissés et
mono-épissés du noyau vers le cytoplasme (cf Fig. 1.17). Comme nous pouvons l’ob-
server sur la figure 1.24, les prédictions sur la structure du RRE ont établi une structure
ramifiée très complexe disposant de nombreuses boucles et tiges (Malim et al., 1989;
Dayton et al., 1989).
La conformation précise de la structure du RRE est très controversée. Des études ont
montrée des structures alternatives disposant de 4 ou de 5 boucles. Sherpa et al. (2015)
ont montré que la conformation disposant de 5 boucles améliorait l’activité du complexe
Rev-RRE comparé à la conformation avec 4 boucles. La conformation de la structure du
RRE a donc un impact sur le taux de réplication du virus.
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1.3.3 Le gène asp
Dès 1988, soit à peine cinq ans après la découverte du VIH, Roger H. Miller a décrit
dans une note parue dans Science l’existence d’un ORF situé sur le brin complémentaire
à celui codant le gène de l’enveloppe (Miller, 1988) (cf. Fig 1.25), mais son existence
est restée controversée pendant de nombreuses années. L’étude de treize souches de
VIH-1 a permis à Miller de relever de nombreux éléments en faveur de l’existence de la
protéine. Nous pouvons notamment citer la présence d’une région promotrice située
en amont de l’ORF, et des signaux de polyadénylation situés en 3’, conditions minimales
pour la synthèse d’un transcrit. La taille de l’ORF putatif, dépassant les 500 nucléotides,
et la conservation de la séquence protéique étaient des arguments de poids. Sur les
treize souches étudiées, douze disposaient de l’ORF ASP, la souche ne disposant pas
de l’ORF ASP étant connue pour ne pas être infectieuse. Il soulignait que l’existence
d’un ORF en antisens n’était pas un phénomène isolé, restreint au VIH-1, mais qu’il
pouvait s’étendre plus globalement à d’autres rétrovirus. D’après ses prédictions ma-
thématiques, la protéine est très hydrophobe, riche en cystéine, leucine, proline et
sérine et possède deux hélices transmembranaires avec une extrémité N-terminale
cytoplasmique.
FIGURE 1.25 – Positionnement de l’ORF ASP (Miller, 1988) A : gènes du brin sens identifiés en
1988. Nous retrouvons le gène sor qui correspond au gène vif, le gène R qui cor-
respond au gène vpr, les exons trs/art qui correspondent aux exons des gènes tat
et rev, et enfin le gène env ; B : l’ORF antisens identifié se situe dans la région
complémentaire du gène env.
Six ans plus tard en 1994, une équipe Américaine réalise des expériences de RT-PCR
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révélant la présence de transcrits antisens notamment au niveau de cellules de patients.
Ils proposent alors de le nommer ASO1 pour "antisense ORF1" (Michael et al., 1994).
La capacité d’action du LTR 3’ en tant que promoteur antisens (moins actif que le LTR
5’ pour le transcrit sens (Bentley et al., 2004)) ainsi que la présence de site de polyadé-
nylation ont également été mis en évidence. De plus, ils montrent le rôle (modeste) de
la protéine Tat pour modérer ce promoteur de transcription antisens (Michael et al.,
1994; Arpin-André et al., 2014). Malheureusement, la faible expression du gène dans les
cellules infectées par le VIH-1, rend l’étude complexe. La présence d’un réel transcrit
antisens est alors restée très controversée.
En 2007, une étude a montré une nouvelle fois et de façon plus pertinente la présence
du transcrit antisens (Landry et al., 2007). Leur approche a notamment suggéré que les
transcrits du gène asp sont plus présents dans les lignées monocytaires. Ces résultats
ont récemment été confirmés par Laverdure et al. (2012). Leur étude montre que le ratio
entre transcrit sens et transcrit antisens est plus faible dans les cellules dendritiques
dérivées de monocytes (MDDC) que dans les lymphocytes T CD4+ activés.
Ils ont montré que lorsque les cellules MDDC expriment le transcrit antisens, celle-ci
expriment une très faible proportion de transcrits sens et inversement. Il a été ensuite
démontré l’existence d’autres transcrits antisens qui ne sont pas forcément des trans-
crits codant (absence de queue poly-A). Ces transcrits auraient notamment un impact
sur l’expression des gènes viraux sens (diminution de l’expression). D’après Kobayashi-
Ishihara et al. (2012) l’expression de transcrits antisens stopperait la réplication du VIH-1
pour plusieurs semaines. Les transcrits antisens agiraient sur le LTR 5’ et diminueraient
ainsi l’expression génique Saayman et al. (2014).
Les premiers travaux sur la protéine antisens du VIH-1 ont été publiés en 1995. Une
équipe française a démontré que la traduction in vitro du transcrit en utilisant des
sérums de lapin permettait la synthèse d’une protéine d’une masse apparente d’en-
viron 20kDa. Ils ont nommé cette protéine "ASP" pour « AntiSense Protein » (Vanhée-
Brossollet et al., 1995). Cette même équipe montrait en 2002 la présence de la protéine
dans des cellules infectées par des expériences d’immunolocalisation. Les auteurs ont
ainsi montré que la protéine était associée aux compartiments membranaires de la
cellule et à la membrane plasmique (Briquet and Vaquero, 2002). En 2011, Clerc et al.
(2011) ont confirmé ces résultats par microscopie confocale avec une concentration
de la protéine ASP au niveau de la membrane plasmique. Récemment, grâce à l’utili-
sation d’ADNc optimisés, la protéine ASP a été rendue identifiable par Western Blot
dans des lignées cellulaires transfectées avec des vecteurs d’expression d’ASP. En outre,
l’immunoprécipitation d’ASP avec des anticorps anti-myc ou des anticorps anti-ASP
polyclonaux dirigés contre un peptide conservé a été réalisée (Torresilla et al., 2013). Ré-
cemment, deux études cliniques indépendantes ont montré l’expression in vivo d’ASP
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en détectant une réponse immunitaire contre plusieurs épitopes d’ASP pour près de
30% des personnes infectées par le virus de sous-type B (Bet et al., 2015; Berger et al.,
2015).
Les deux publications Clerc et al. (2011) et Torresilla et al. (2013) ont montré que la réali-
sation de mutations sur le gène asp synonymes pour le gène env affectait la production
virale dans les cellules HEK293T (Clerc et al.) et dans les cellules macrophage-likes U937
(Torresilla et al.). Ces derniers ont également montré qu’ASP pouvait être associée aux
autophagosomes, une structure essentielle pour le processus d’autophagie (Torresilla
et al., 2013). Ils émettent l’hypothèse que l’agrégation des protéines ASP induirait l’auto-
phagie en formant un autophagosome mature contenant des protéines ASP. Plusieurs
études ont démontré l’importance de ce phénomène dans la réplication des virus, et en
particulier dans le cas de l’infection par le VIH-1 (Daussy et al., 2015) (cf. Fig. 1.26).
FIGURE 1.26 – Rôle potentiel d’ASP dans l’autophagie (Torresilla et al., 2015) L’agrégation des
protéines ASP entraînerait l’autophagie et formerait un autophagosome mature.
Celui-ci piégerait la protéine p17 du gène gag ce qui permettrait d’améliorer le
processus pour la production virale. La présence de la protéine Nef, stabiliserait ces
protéines virales en inhibant la dernière étape de l’autophagie.
Malgré cette accumulation de preuves sur la présence de la protéine ASP, sa fonction-
nalité est toujours controversée. En effet, il a été montré la présence d’une réponse
immunitaire à des produits défectifs du ribosome pour plusieurs virus du VIH-1 (Car-
dinaud et al., 2004; Maness et al., 2010). Ce résultat n’est donc pas une preuve de la
présence de la protéine. Comprendre le rôle de la protéine ASP que ce soit un rôle dans
l’autophagie ou autre est un élément essentiel pour réussir à comprendre le mécanisme
du VIH-1. Si celle-ci joue réellement un rôle dans la réplication du virus, elle pourrait
alors être un marqueur clinique de la population virale. Il est alors important de persister
dans cette voie sachant que la compréhension de la fonctionnalité d’un gène est souvent
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très longue. La réalisation d’analyses bioinformatiques peut permettre de donner des
indices supplémentaires sur la fonctionnalité de la protéine et sur l’évolution du gène.
1.4 Le chevauchement env/asp
Nous retrouvons plusieurs ORF chevauchants au niveau du génome du VIH-1. Si on se
limite à la zone du gène env, nous retrouvons cinq ORFs différents : en +1 l’ORF du gène
env, en +2 l’exon 2 de tat, en +3 l’exon 2 de rev et la partie C-terminal de vpu et enfin en
-2 l’ORF de la protéine ASP (cf Fig. 1.27)
FIGURE 1.27 – Schéma du génome du VIH-1 au niveau de la région du gène env La zone de env
contient 5 ORFs recouvrants : env(en +1), exon 2 de tat(en +2), exon 2 de rev (orange
en +3), la partie C-terminal de vpu (vert, en+3) et ASP (en -2)
Le gène asp est entièrement chevauchant et en phase -2 par rapport au gène env. Il est
situé entre les positions 1,717 et 1,151 du gène (position par rapport à la séquence de
référence HXB2). Au niveau du chevauchement nous retrouvons sur le gène env, les
régions variables V4 et V5 ainsi que la région du RRE présentées précédemment.Ces
contraintes structurelles et zones variables vont avoir un impact direct sur la protéine
codée par le gène ASP.
Si nous observons les contraintes présentes au niveau de la phase -2, la probabilité d’ob-
server un gène fonctionnel est faible (cf. partie 1.2.2.2). En effet la séquence protéique
codée par un gène chevauchant sur la phase -2 sera extrêmement contrainte par le gène
de référence. Pour un site donné sur la phase -2, le nombre d’acides aminés différents
possibles n’est que de 1.5 (Mir and Schober, 2014a) alors qu’il est de 20 sur un gène non
chevauchant.
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De plus, Mir and Schober (2014a) ont montré qu’il existe une forte corrélation entre
les pressions de sélection des phases +1 et -2. Dans cette analyse, ils considèrent, que
les gènes chevauchants n’évoluent pas selon des pressions de sélection indépendantes.
Pour cela, ils se basent sur le modèle de Goldman and Yang (1994) et analyse les varia-
tions de pressions de sélection en fonction des phases de lecture du chevauchement.
Ils réalisent une matrice de substitution pour chaque phase de lecture en prenant en
compte les codons présent sur la phase +1. Pour tester leur modèle, ils utilisent le gé-
nome d’Escherichia coli. Les résultats de leurs tests sont présentés dans la la figure
1.28.
FIGURE 1.28 – Estimation du ration dN/dS en fonction des phases de lecture et du ratio κ Sur
le panneau de gauche, nous considérons : κ = 1,0, t = 1.0 et sur le panneau de droite,
on considère κ = 5,0, t = 1,0.
Nous observons que la présence d’une pression de sélection purificatrice (ω <1) sur la
phase +1 entraîne une pression de sélection purificatrice sur la phase -2 qu’il y est un
gène ou non, alors que pour les autres phases de lecture, nous observons une pression
de sélection positive. À l’inverse, la présence d’une pression de sélection positive sur la
phase +1 (ω >1) entraîne une pression de sélection positive sur la phase -2, tandis que
les autres phases de lecture sont légèrement en dessous du seuil de mutation neutre. La
présence d’une pression de sélection purificatrice ou positive sur la phase -2 peut alors
n’être qu’un artefact induit par la phase +1. Il est donc indispensable de démontrer la
présence et la fonctionnalité de ce gène.
Cependant comme nous l’avons vu précédemment les méthodes d’analyses des gènes
chevauchants ne sont pas efficaces. Seule la méthode Synplot2, permettant la détection
des régions contraintes par l’analyse de la conservation des sites synonymes semble
être performante. Les tests réalisés avec ce logiciel n’ont cependant pas été faits sur des
gènes présents sur la phase -2. Or la phase -2, du fait du chevauchement des troisièmes
bases permet la présence de mutations synonymes sur les deux phases de lecture ne
contraignant alors que peut la variabilité des mutations synonymes. Nous n’observerons
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alors que très peu de modification au niveau des sites synonymes. De plus la présence
de régions particulières comme le RRE ou les zones variables complexifient encore
l’analyse.
Il existe de nombreux outils bioinformatiques afin d’étudier un gène. Malheureusement,
les contraintes très fortes imposées par les gènes chevauchants rendent leur étude très com-
plexe. Les méthodes d’analyses de ces gènes chevauchants basées sur la vitesse d’évolution,
le dN/dS ou sur l’usage du code ne sont à l’heure actuelle pas efficaces pour l’étude d’un
gène chevauchant sur la phase -2. Le chevauchement entre le gène env et asp est situé au
niveau de cette phase de lecture. Ceci entraînent une correspondance entre les troisièmes
positions des codons et crée des contraintes complexes à prendre en considération. Par
exemple, la détection d’un gène chevauchant à l’aide de la variation du dN/dS n’est pas
applicable sur cette phase de lecture. En effet, le chevauchement en phase -2 n’entraîne
pas de modification du ratio. De plus une pression de sélection purificatrice sur un gène
induit une pression de sélection purificatrice sur le gène chevauchant. La conservation
de celui-ci peut donc n’être que le reflet de la conservation du gène présent en parallèle.
Enfin, la variabilité très forte du virus du VIH et les contraintes structurelles présentes au
niveau du gène env ont complexifié encore nos analyses. Au cours de cette thèse, il a donc
fallu à partir des données disponibles sur le VIH-1, créer un répertoire de données fiable
permettant l’analyse du chevauchement env/asp, puis tester et développer un ensemble
de méthodes pour l’analyse du gène asp, pouvant être le 10ème gène du VIH-1.
Les principales questions et problématiques auxquelles j’ai essayé de répondre au cours
de ma thèse sont les suivantes :
XL’ORF ASP est-il présent et conservé au sein des séquences du VIH-1 ?
XQuelle est l’évolution du gène asp au cours du temps ?
XRetrouve-t-on des séquences similaires à la séquence de la protéine ASP ?
XPouvons-nous prédire la structure secondaire et tridimensionnelle de la protéine
ASP ?
XPouvons-nous mettre en évidence la présence d’une pression de sélection
s’exerçant sur le gène asp ?
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2 Analyses générales et évolutives de
l’ORF et de la protéine ASP
CE chapitre présente les étapes préliminaires de l’étude de l’ORF et de la protéine ASP.Les données disponibles pour cette étude sont tout d’abord décrites. Afin d’être
le plus exhaustif possible, plus de 20 000 séquences ont été alignées et analysées. La
première étape de l’étude a consisté à rechercher les différents ORFs chevauchants au
niveau du gène env dont l’ORF ASP, le long de l’alignement de séquences. Ceci a permis
de mettre en évidence l’ensemble des gènes chevauchants le gène env déjà connus
ainsi que la présence de l’ORF ASP dans les séquences du groupe M. La deuxième
étape a consisté à analyser l’évolution du gène asp. Cette étude a montré l’apparition
concomitante du gène asp et du groupe pandémique du VIH-1, ainsi qu’une corrélation
entre la prévalence des groupes et sous types du VIH-1 et la présence du gène asp. Nous
avons ensuite dans un troisième temps, recherché dans les différentes bases de don-
nées des séquences similaires à la séquence du gène asp. Cette étape, qui nous aurait
permis d’établir des hypothèses sur la fonctionnalité de la protéine ASP, s’est avérée
infructueuse. Enfin, une analyse de la composition en acides aminés de la protéine a
permis d’obtenir des informations sur la structure secondaire probable de la protéine et
sur sa conservation le long de la séquence.
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2.1 Les données
L’ensemble des analyses réalisées tout au long de cette thèse est basé sur l’analyse
de séquences génétiques. Il est alors apparu indispensable de disposer d’un jeu de
données fiable. Avec la multiplication et l’amélioration des méthodes de séquençage,
nous disposons à l’heure actuelle d’une quantité considérable de séquences nucléiques.
Par exemple, dans la banque de données GenBank (base de données maintenue par
le NCBI (National Center for Biotechnology Information)), nous dénombrons en 2016
prés de 200 millions de séquences. Cependant, les études réalisées sur la protéine ASP
sont très récentes, et, de ce fait, il n’existe à l’heure actuelle que très peu de séquences
du gène asp dans les banques de données (4 séquences). La réalisation d’un répertoire
fiable et exhaustif de séquences codant pour la protéine ASP a donc été une première
étape indispensable.
Comme nous l’avons vu précédemment, l’ORF de la protéine ASP est chevauchant
en phase -2 par rapport à l’ORF du gène env. De nombreuses séquences de ce gène
sont disponibles dans les banques de données. Nous nous sommes donc basés sur les
séquences du gène env, pour obtenir après génération du brin antisens un ensemble de
séquences de l’ORF ASP. Les banques de données n’étant pas dépourvues d’erreurs une
étape de nettoyage, avec suppression de certaines séquences a été nécessaire. Après
cette étape, nous disposions encore de plus de 20 000 séquences provenant de divers
groupes et sous-types.
Afin de pouvoir comparer les séquences entre elles et réaliser des analyses évolutives
sur le gène asp il a été nécessaire de réaliser des alignements multiples de séquences de
qualité, dans le sens du gène env (phase +1) et dans le sens de la phase -2.
2.1.1 Récupération des séquences :
Les séquences nucléiques et protéiques du gène env complet de VIH-1 et SIV ont
été récupérées à partir de la base de données de Los Alamos "HIV database" (https:
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//www.hiv.lanl.gov/content/index). Cette base de données met à disposition un très
grand nombre de séquences du VIH-1, du VIH-2 et du SIV. Elle est mise à jour périodi-
quement et contient l’ensemble des séquences soumises dans Genbank. Ces séquences
proviennent de différents projets de recherche nécessitant le séquençage du virus.
Nous retrouvons de nombreuses métadonnées associées à chaque séquence telles que
l’origine géographique de collecte, l’année de collecte, le sous-type viral considéré et
éventuellement certaines informations sur le patient comme le groupe à risque auquel
l’individu appappartient, le sexe ou la progression de la maladie.
Nous avons téléchargé l’ensemble des séquences disponibles du gène env de tous les
groupes du VIH-1 (groupes M, N, O et P), ainsi que les séquences des virus SIVcpzPtt
(Pan troglodytes troglodytes), SIVcpzPts (Pan troglodytes schweinfurthii) qui touchent
les chimpanzé et SIVgor qui touche le gorille.
Lors du téléchargement, la dernière mise à jour de la base de données de Los Alamos à
partir de la base de données Genbank datait du 15 septembre 2015. Le téléchargement
n’incluait pas les séquences considérées comme problématiques par la base de données
de Los Alamos. Ces séquences problématiques correspondent à des séquences dispo-
sant d’une forte proportion de caractères non ATGC (plus de 100 caractères consécutifs
ou plus de 3% de la séquence), des contaminants (les auteurs définissent la séquence
comme étant un potentiel contaminant), des hypermutants (nombre excessif d’une
même transition (A → G par exemple)), des séquences synthétiques, des séquences
avec des délétions artificielles (soit plus de 100 nucléotides supprimées par l’auteur),
des séquences trop courtes ou des séquences dont la séquence complémentaire a été
déposée par erreur à la place de la séquence du brin sens. À cette étape, nous dispo-
sions de 32 343 séquences tous groupes confondus (32 309 séquences pour le VIH-1,
29 séquences pour les virus SIVcpz, et 5 séquences pour le SIVgor). Pour chaque sé-
quence, nous avons également récupéré l’ensemble des métadonnées associées dont
notamment le sous-type, la date de prélèvement et l’identifiant patient qui sont des
informations pouvant être très utiles pour les différentes analyses. La présence des
métadonnées telles que le groupe à risque auquel l’individu appartient, le sexe ou la
progression de la maladie est malheureusement disparate en fonction des séquences.
Nous n’avons donc pas pu réaliser d’analyses basées sur celle-ci.
Afin d’améliorer la qualité des données disponibles, il a été nécessaire de procéder une
étape de nettoyage. Pour cela, l’ensemble des séquences pour lesquelles il n’y a pas
de correspondance entre les séquences nucléiques et protéiques récupérées ont été
supprimées. En effet, ces séquences ont subi une modification de la part des auteurs
et peuvent contenir des erreurs. Dans la majorité des cas, il s’agit de la suppression
de codons stops, ou de déphasages (frameshifts). Cette étape de nettoyage a entraîné
la suppression de 2 877 séquences et de toutes les séquences du groupe P et du SIV-
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gor. Nous les avons alors directement récupérées sur la banque de donnée Genbank
(http ://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).
Enfin, les séquences nucléiques identiques ont également été supprimées. Nous avons
considéré comme identiques, deux séquences possédant exactement la même suite
de nucléotides. Pour chaque groupe de séquences identiques, une seule séquence est
gardée (choix arbitraire de la séquence gardée). Cette étape a entraîné la suppression de
5 543 séquences.
Après nettoyage, nous disposons de 23 923 séquences dont la répartition est présentée
dans la table 2.1. Ce nettoyage a permis d’améliorer la qualité des données disponibles.
Cependant, il est important d’avoir à l’esprit que ces séquences peuvent contenir des
erreurs de séquençage non détectables au niveau du gène env qui pourraient impacter
le gène asp.
TABLE 2.1 – Répartition du nombre de séquences après nettoyage (total = 23 923 séquences).
Groupe # de séquences
VIH-1 M 23 831
VIH-1 N 7
VIH-1 O 52
VIH-1 P 2
SIVcpz 26
SIVgor 5
2.1.2 Les données disponibles
Les métadonnées disponibles avec chaque séquence permettent d’avoir une vision sur
la répartition des séquences, notamment en fonction des groupes et sous-types, des
régions géographiques, ou des dates de prélèvement.
Si nous observons la répartition par groupes et sous types, nous retrouvons une pré-
dominance des sous-types B (48%, 11 383 séquences) et C (33% 7 877 séquences) du
groupe M (cf. Fig. 2.1). Nous retrouvons ensuite une proportion importante de virus des
sous-types ou recombinants CRF01_AE (7% 1 615 séquences), A (3.5% 824 séquences)
et D ( 2% 512 séquences). Cette répartition ne correspond pas à la répartition mondiale
du virus (cf. Fig 1.19). En effet suivant cette répartition 48% des virus sont du sous-type
C, 12% du sous-types A, 11% du sous-type B, 8% du recombinant CRF02_AG et 5% du
recombinant CRF01_AE.
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FIGURE 2.1 – Répartition par sous types des séquences disponibles. La taille des cercles repré-
sente la proportion de chaque groupe/sous-type. Les sous-types B, C, CRF01_AE, A et
D sont les sous-types les plus représentés au sein des données. Les souches recombi-
nantes, des sous-types G, F, H, J et K ainsi que des virus SIV sont ici peut représentées.
Cette différence entre les données disponibles et la répartition mondiale s’explique
par un manque de moyens des pays sous développés très touchés par le virus. Malgré
la grande quantité de virus disponibles notamment du sous-type C, les prélèvements
y sont limités. Le sous-type B, très présent dans les pays riches (Europe, Amérique
du nord), est donc sur-représenté dans les données. Ceci est confirmé par la réparti-
tion géographique des séquences (cf. Fig. 2.2). La plupart des séquences proviennent
d’Amérique du Nord. Nous observons tout de même une forte proportion de séquences
provenant d’Afrique mais, comparé à la répartition mondiale, la très grande majorité
des séquences devrait provenir de cette région.
Le coût encore élevé des méthodes de séquençage peut être l’une des explications.
La très grande majorité des méthodes de séquençage employées pour les séquences
disponibles est une méthode par clonage appelée shotgun hiérarchique. Il s’agit de
la méthode qui a été employée par le consortium international pour le séquençage
du génome humain lors du projet Human Genome Project. Malgré une proportion
importante de séquences récentes, les nouvelles méthodes de séquençage NGS ne
sont encore que peu utilisées. Pour l’amplification des séquences, la méthode SGA
pour Single Genome Amplification est en majorité utilisée. Cette méthode consiste
en une dilution limite des ADNs de façon à n’avoir plus qu’un seul génome viral dans
l’échantillon, puis une amplification traditionnelle est réalisée. Elle est appliquée dans
le but de réduire la formation de chimères (association de marqueurs moléculaires
correspondant à deux virus moléculairement divergents dans le cas d’infections mixtes).
71
Chapitre 2. Analyses générales et évolutives de l’ORF et de la protéine ASP
FIGURE 2.2 – Répartition géographique des séquences disponibles. En rouge sont représentées
les régions dont est originaire une forte proportion de séquences, en bleu clair les
séquences dont est orginaire une faible proportion de séquences.
Les séquences disponibles sont majoritairement récentes. À partir des années 2000 de
nombreuses publications sont apparues sur le sujet. Certaines de ces publications ont
entraîné l’entrée de plus de 300 séquences dans les bases de données publiques. Au
sein de ces publications, nous retrouvons des séquences originaires d’un même patient.
En effet, certaines études ont réalisé différents prélèvements au cours du temps afin
d’observer l’évolution du virus après la mise en place d’un traitement ou d’un vaccin.
Après traitement, une proportion importante des virus prélevés correspond à des virus
défectifs incapables de se reproduire. Nous avons réalisé une étape de nettoyage des
données afin de ne disposer que de séquences pourvues d’un gène env sans codon stop.
Cependant, il persiste dans notre jeu de données des séquences provenant de virus
défectifs qui disposent de mutations autres que des codons stops.
La grande majorité des patients ne dispose que d’une séquence, mais nous pouvons
retrouver jusqu’à 285 séquences pour un patient donné. La table 2.2 représente le
nombre de séquences et de patients disponibles pour chaque groupe. Au total, les 23
923 séquences ne représentent que 3 919 patients. Dans l’ensemble des séquences
disponibles, on dispose alors de séquences très proches (séquences d’un même patient)
et de séquences très éloignés (entre les séquences VIH-1 et SIV par exemple). Afin
de pouvoir comparer l’ensemble de ces séquences, il est nécessaire de réaliser des
alignements de séquences et de prendre en considération dans nos analyses la présence
de séquences issues d’un même patient.
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TABLE 2.2 – Nombre de séquences et d’individus par groupe.
Groupe # de séquences # de patients
HIV-1 M 23 831 3 855
HIV-1 N 7 6
HIV-1 O 52 37
HIV-1 P 2 1
SIVcpz 26 17
SIVgor 5 3
2.1.3 Alignements de séquences
L’alignement des séquences est une étape importante pour l’analyse des données. Il
va permettre de comparer les séquences entre elles. Il s’agit du socle de l’ensemble des
analyses. La réalisation d’alignements de bonne qualité est donc indispensable.
La base de données de Los Alamos propose de télécharger des séquences déjà alignées
(en nucléique et en protéique). Ces alignements sont créés sur la base d’un alignement
global réalisé par la suite de logiciels HMMER (Finn et al., 2011). Les séquences du
gène de la requête sont ensuite extraites et ré-alignées à la volée. Un inconvénient
de ces alignements est que les séquences n’y sont pas alignées par codon. La grande
majorité de nos analyses est basée sur l’étude des codons dans le sens du gène env et
dans le sens du gène asp. Il était donc nécessaire de réaliser un alignement par codon.
De plus, les séquences du VIH-1 P, SIVcpz et SIVgor ont été récupérées séparément.
Or, nous souhaitions obtenir un alignement par codons de l’ensemble des séquences
disponibles.
Pour cela, nous avons utilisé l’alignement protéique des séquences du VIH-1 (sous-
types M, N et O) de la base de données de Los Alamos, auquel, nous avons ajouté
les séquences du VIH-1 P, SIVcpz et SIVgor. Un alignement profils contre profils a été
réalisé en utilisant le logiciel MAFFT (Katoh et al., 2002; Katoh and Frith, 2012). Les
séquences non alignées ont ainsi été ajoutées en préservant l’alignement existant et
en ajoutant des "gaps" ( ’-’ pour les indels) si nécessaire. Pour cela, le logiciel réalise
un alignement progressif en se basant sur un arbre guide estimé à partir de l’ensemble
des séquences. Nous avons ainsi obtenu un alignement de l’ensemble des séquences
protéiques que l’on souhaitait analyser. Nous avons ensuite réalisé un alignement par
codon en fonction de l’alignement protéique pour obtenir l’alignement nucléique du
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gène env. Un site "gap" en protéique correspond à trois "gap" consécutifs en nucléique
(cf. Fig. 2.3). Nous disposons alors des alignements nucléiques et protéiques du gène
env.
FIGURE 2.3 – Alignement nucléique par codon à partir de l’alignement protéique. Un gap en
protéique correspond à 3 gaps en nucléique.
L’étape suivante a consisté à obtenir des alignements nucléiques et protéiques des
séquences au niveau de l’ORF ASP, soit l’alignement sur la phase -2. Ces alignements,
complémentaires avec l’alignement sur la phase +1, permettent de réaliser un parallèle
entre les analyses réalisées sur les séquences dans le sens du gène env et dans le sens
de la phase -2. Pour un site donné sur l’alignement du gène env, nous pouvons ainsi le
retrouver facilement sur l’alignement de la phase -2. Pour cela, l’alignement nucléique
de la phase -2 a été réalisé à partir de l’alignement nucléique du gène env, en lisant le
brin complémentaire avec un décalage d’un nucléotide. Par exemple pour la séquence
nucléique suivante : "ATG AGG GCC ACC ATC" la phase -2 correspond à "ATG GTG GCC
TCA".
Pour la construction de l’alignement des séquences nucléiques par codon et des sé-
quences protéiques au niveau de la phase -2, nous sommes ici confrontés à un problème
au niveau des régions de gaps. En effet, le décalage d’un nucléotide entraîne une cou-
pure des codons présents aux abords de ces régions. Si l’on veut connaître la séquence
protéique, il ne nous est pas possible de savoir si l’acide aminé codé par un codon accolé
à une région de gaps doit être placé à gauche ou à droite de la séquence (cf. Fig. 2.4).
FIGURE 2.4 – Schéma de l’alignement nucléique et protéique pour la phase -2. On ne sait pas
de quel coté se situe l’acide aminé. Les incertitudes sont représentées par des points
d’interrogation.
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L’alignement contient une proportion importante de gaps entraînant des incertitudes
et ainsi une forte perte d’information lorsque nous souhaitons générer la séquence
protéique. Une des solutions testées a été de supprimer les séquences entraînant de
nombreux gaps. Une vérification entre le nombre de codons informatifs perdus (sup-
pression de la/les séquence/s) et gagnés (suppression du gap permettant de joindre les
codons) aurait alors permis de ne supprimer que les séquences nécessaires. Cependant,
ceci aurait entraîné la suppression des séquences de groupes/sous-types rares. Cette
solution n’a donc pas pu être retenue. Lors des différentes analyses nous avons donc
soit considéré que la position du codon/ acide aminé était située à gauche (dans le sens
de lecture de la phase -2) de la région disposant de gap (XXX XX - - - X XXX → XXX XXX -
- - XXX) soit ignoré les codons tronqués (perte d’information). Le décalage de nucléotide
n’est réalisé que pour les analyses graphiques où nous n’étudions pas l’évolution d’un
site donné.
Nous disposons alors des alignements nucléiques et protéiques sur la phase +1 et sur la
phase -2 du gène du gène env.Une sélection de séquences par groupe ou sous-type est
possible à l’aide des métadonnées associées à chaque séquence. Dans cette situation,
une suppression des colonnes entières de gaps ( "gaps only columns") est possible afin
d’obtenir l’alignement des séquences souhaité disposant du minimum de gap possible.
Les alignements contiennent les séquences de 3 919 individus. Comme vu précédem-
ment, le nombre de séquences par patient est très variable allant de 1 à 285 séquences.
La distance phylogénétique entre les séquences d’un même patient est très faible. Pour
ne pas prendre en compte plusieurs fois des séquences quasiment identiques dans nos
alignements, nous avons mis en place 2 stratégies : soit nous utilisons l’alignement total
en pondérant les résultats des séquences afin d’avoir le même poids pour chaque patient
dans nos analyses, nous appelons cet alignement "l’alignement pondéré", soit nous
tirons au hasard une séquence par patient (les colonnes de gaps "gaps only columns"
sont ensuite supprimées).
Pour résumer la mise en place du jeu de donnée à consister à :
1. Supprimer les séquences du gène env disposant de codons stops
2. Supprimer les séquences nucléiques identiques, et les séquences nucléiques
dont la traduction ne correspond pas à la séquence protéique associée
3. Aligner l’ensemble des séquences disponibles du gène env par codons
4. Réaliser la phase -2 de cet alignement nucléique
Les alignements obtenus sont composés de 23 923 séquences provenant de 3919 indivi-
dus.
Nous avons utilisé les alignements nucléiques et protéiques pondérés sur le gène env et
sur la phase -2 pour l’analyse de la présence et de l’émergence de l’ORF ASP. L’aligne-
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ment disposant d’une séquence par patient sur le gène env est, quant à lui, utilisé afin
de mesurer la pression de sélection.
2.2 Conservation de l’ORF ASP
Afin de mettre en évidence l’existence du gène asp, l’une des premières étapes est de
démontrer la présence de l’ORF ASP dans les différentes séquences du VIH-1. En effet
la présence d’une zone codante se caractérise notamment par un codon start et un
codon stop respectivement au début et à la fin de cette région, formant ainsi un ORF.
Les codons stops entraînent la fin de la traduction, il ne peut donc y en avoir au sein
de l’ORF. Les analyses détaillées ci-après se focalisent donc sur la présence d’un codon
start au début de la région attendue pour l’ORF ASP, l’absence de codon stop le long de
l’ORF et enfin la présence d’un codon stop à la fin de cette région dont les positions sont
définis sur la séquence de référence HXB2.
2.2.1 Analyse générale
Dans un premier temps nous avons cherché une méthode visuelle pour la détection des
ORFs à partir d’un alignement de séquences. Nous avons réalisé un graphique représen-
tant le pourcentage de présence de codon stop à chaque position de l’alignement, pour
les six cadres de lecture. Cette visualisation permet de mettre en évidence des zones
dépourvues de codons stop. La fréquence des codons stops dans l’alignement total pour
chaque phase de lecture est également renseignée.
Pour cette analyse, nous avons utilisé l’alignement nucléique pondéré du gène env.
Nous avons recherché l’ensemble des codons stops présents dans l’alignement dans
les six phases de lectures différentes. Il a été nécessaire de prendre en considération
la possibilité d’observer des "gaps" représentant les "indels" au milieu des codons. En
effet l’alignement étant réalisé par codon, lors du décalage pour la lecture dans les
phases +2,+3,-2 et -3 certains codons peuvent être tronqué, par exemple XXT −−− AAX
correspond à un codon stop en +3. Nous avons alors arbitrairement déplacé le ou les
nucléotides à gauches de la région de gaps.
Nous devons alors retrouver l’ensemble des ORFs chevauchants présentés précédem-
ment (chevauchement env/vpu, et env/tat/rev) (cf. Fig. 2.5A). Les résultats (cf. Fig. 2.5
B) montrent que l’on retrouve bien des zones sans codon stop dans les cadres de lecture
+1, +2, et +3. Pour l’ensemble des phases de lecture (hors phase +1), nous observons
en dehors des ORFs une fréquence importante de codons stops distribués de manière
régulière et conservés en sens comme en antisens. La fréquence de codons stops est
calculées à partir du nombre de codons stops présents dans l’alignement total par
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rapport au nombre total de codons.
FIGURE 2.5 – A) Schéma supposé du génome du VIH-1 B) Représentation de la fréquence des
codons stops en fonction de la position dans la sequence et de la phase de lecture.
Les ORF sont représentés par une flèche (env (gris, en +1), exon 2 de tat (rouge en +2),
partie C-terminal de vpu ( jaune en +3), exon 2 de rev (violet en +3) et ASP (vert en
-2)). L’ensemble des ORFs présents sur le schéma est retrouvé lors de l’analyse. Fstop :
frequence des codons stops le long des séquences.
Sur la phase +1, nous observons la présence du gène env sur toute la longueur de
la séquence. Les séquences qui disposaient de codons stops ont été supprimées lors
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de l’étape de nettoyage des données. Sur cette phase de lecture nous ne détectons
alors aucun codon stop. Nous retrouvons seulement le codon stop terminal à la fin de
la séquence. Sur la phase +2, on observe la présence de nombreux codons stops très
conservés. Néanmoins, nous retrouvons des régions qui en sont dépourvus. Notamment,
une région située à la fin de la séquence qui correspond à l’exon 2 du gène tat. Sur la
phase +3, la même observation peut être réalisée. Nous retrouvons ainsi la partie C-
terminal du gène vpu et l’exon 2 du gène rev.
En antisens, sur la phase -1, nous observons une baisse notable de la fréquence des
codons stop (Fréquence de codon stop = 0.04) par rapport aux phases +2 ou +3 (Fré-
quence de codon stop = 0.08). Cette baisse s’explique facilement par la probabilité plus
faible d’observer un codon stop sur la phase -1 (cf. partie 1.2.2.1). Par ailleurs, pour un
pourcentage de GC de 41% qui correspond au pourcentage observé au sein du gène
env, la fréquence attendue de codons stops sur la phase -1 est d’environ 0.04 (cf. partie
1.2.2.1) soit une fréquence proche de la fréquence observée.
Sur la phase -2, la fréquence des codons stop est encore plus faible (Fréquence de codon
stop = 0.02), or la fréquence attendue de codons stops sur cette phase de lecture pour
un pourcentage de GC de 41% est également au alentour de 0.04. Ceci peut s’expliquer
en partie par la présence observée de l’ORF ASP dont la taille est de prés de 200 codons
(+ les gaps). Au niveau de la région de l’ORF ASP, la fréquence des codons stops baisse
jusqu’à 0.002.
Enfin sur la phase -3, on ne retrouve pas de régions dépourvues de codon stop. La
distribution de ces codons stops est uniforme avec une fréquence observée (Fréquence
de codon stop = 0.058) proche de la fréquence attendue d’environ 0.06 (cf. partie 1.2.2.1).
Nous avons ensuite réalisé une analyse plus détaillée sur la phase -2 en étudiant le
codon start et les codons stops au niveau de la région ASP tout en différenciant les
différents groupes, notamment les séquences du groupe M (groupe pandémique du
VIH-1) et les séquences non-M (groupes N, O et P du VIH-1 et l’ensemble des séquences
SIV).
2.2.2 Analyse détaillée de la phase -2
Dans cette analyse le pourcentage de présence du codon start à la position 1717 (posi-
tion sur le gène env de la séquence de référence HXB2) a également été mesurée (cf. fig.
2.6).
Pour les séquences du groupe M, nous détectons bien, sur la phase -2, l’ORF putatif
de la protéine ASP. Effectivement, nous retrouvons une région dépourvue de codons
stops entre les positions 1 717 et 1151 par rapport au gène env. Pour plus de 97% des
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séquences du groupe M, on retrouve un codon start à la position attendue. Au début
de la région ASP, on note la présence d’un codon stop présent pour près de 14.5% des
séquences situé 12 codons après le codon start.
FIGURE 2.6 – Pourcentages de codon start (bleu) et stop (rouge) le long de la phase -2 du
groupe M et non-M. La région ASP est située entre les positions 1,151 et 1,717 par
rapport au gène env (référence HXB2). L’astérix rouge représente le codon stop présent
au début de la région ASP dans les séquences du groupe M. Ce stop est caractéristique
du sous-type A. Il est fréquemment suivi d’un codon start alternatif. L’astérix bleu
représente les séquences disposant à la fois du codon stop et du codon start.
Ces séquences sont cependant principalement spécifiques du sous-type A (>80% sous-
type A et recombinants du sous-type A) et ont pour la majorité (plus de 60%) un codon
start 17 sites après ce codon stop ( 13 codons et 4 gaps). Seul le recombinant CRF02_AG
(112 individus) dispose du codon stop mais ne présente pas de codon start alternatif.
Pour ce sous-type seulement 7% des séquences disposent de l’ORF ASP. Si l’on ne
considère que les séquences du sous-type A, 100% des séquences présentent le codon
stop et plus de 90% de ces séquences disposent du codon start alternatif. L’ORF ASP
est donc plus court pour ces séquences mais reste bien présent. Dans nos différentes
analyses, nous considérons que l’ORF ASP est présent si la taille de l’ORF le plus long au
niveau de cette région est d’au moins 150 codons.
Au final, plus de 77% des séquences du groupe M disposent d’un ORF avec une taille
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supérieure à 150 codons dans la région ASP.
Pour les groupes non-M, à savoir les groupes N, O et P du VIH-1 ainsi que les SIVcpz et
les SIVgor, nous retrouvons de nombreux codons stops dans la région ASP. De plus, le
codon start n’est conservé que chez 38% des individus. Seulement 1.3% des séquences
des groupes non-M disposent de l’ORF ASP (longueur >150 codons). Une analyse
complémentaire montre que les autres ORF chevauchants sur le gène env, à savoir
les exons 2 de tat et de rev et la partie c-terminal de vpu, sont bien présents pour ces
groupes non pandémiques et simiens.
Dans le groupe M du VIH-1, nous retrouvons donc bien un ORF de grande taille (environ
180 codons) très conservé. Cependant, dans les groupes non-M, l’ORF est totalement
absent. L’analyse de l’évolution de cet ORF nous a ensuite permis d’estimer à partir de
quand celui-ci est apparu.
2.3 Évolution de l’ORF ASP
2.3.1 Analyse phylogénétique
Afin d’analyser l’évolution de l’ORF ASP, on met en parallèle une phylogénie réalisée sur
le gène env avec la visualisation des codons starts et stops dans la région de l’ORF ASP.
Ceci nous permet de savoir si les différences de présence/absence de l’ORF entre les
séquences du groupe M et des groupes on-M sont dues à une création de novo de l’ORF
ou une pseudogénistation 1 de l’ORF ASP au cours du temps dans les différents clades
de la phylogénie. En effet, en fonction de la disposition des clades dans la phylogénie
(basale ou non), nous pouvons ainsi émettre des hypothèses sur l’apparition du gène
ou au contraire sur sa pseudogénisation. Nous observons en parallèle la conservation
des ORFs dans les différents groupes et sous-types.
L’arbre phylogénétique est réalisé à partir de l’alignement nucléique des séquences
disponibles pour les groupes non-M (avec, pour une visualisation améliorée, un choix
de 10 séquences au hasard pour le groupe O) et des séquences de références dispo-
nibles définies par Los Alamos pour le groupe M soit environ 4 séquences de références
par sous-types (Leitner et al., 2005). Parmi les séquences de référence définies par Los
Alamos en 2005 certaines ont été supprimées par le nettoyage des données, et d’autres
sont maintenant définies comme problématiques par Los Alamos. Nous disposons
alors d’un total de 33 séquences de références disponibles pour le groupe M, avec
au moins 1 séquence par sous-type et recombinant prévalent (A, B, C, D, F, G, H, J,
1. La pseudogénisation correspond à une désactivation d’un gène par l’accumulation de mutations
délétères entrainant l’apparition de codons stops.
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CRF01_AE, CRF_02AG), 10 séquences du groupe O, et 40 séquences provenant des
différents groupes non-M (N, P, SIVcpz, SIVgor). L’arbre phylogénétique est estimé à
l’aide du logiciel PhyML (GTR +Γ4+SPR+I) à partir de l’alignement des séquences du
gène env, avec un "bootstrap" de 1000. La réalisation des bootstraps consiste à échan-
tillonner les positions de l’alignement et à relancer l’inférence de l’arbre phylogénétique
de façon itérative. Le logiciel compare ensuite les résultats obtenus après un nombre
x de répétitions d’inférences, dans notre cas 1000 répétitions ont été réalisées. Ceci
permet d’estimer la robustesse de la phylogénie. Pour chaque branche de la phylogénie,
les bootstraps supérieurs à 80% (nombre de fois où cette branche a été retrouvée sur
l’ensemble des répétitions) sont représentés par une étoile. L’arbre phylogénétique a
ensuite été enraciné manuellement à partir des phylogénies connues basées sur le gène
env du VIH-1 et du SIV. En regard de cette phylogénie les séquences de l’ORF ASP sont
schématisées. On visualise la présence/absence des codons starts, ainsi que les codons
stops. On note également la longueur médiane, la proportion de séquences disposant
de l’ORF ASP et la prévalence mondiale de chaque sous-type (Hemelaar et al., 2011) (cf.
Fig. 2.7).
Sur cette phylogénie nous retrouvons bien l’ensemble des groupes du VIH et SIV for-
mant des clades ainsi que les quatre transmissions inter-espèces de virus simiens. À
savoir la transmission du virus SIVcpzPts qui a permis l’émergence du groupe O, la
transmission du virus SIVgor entraînant l’apparition du groupe P, et deux transmissions
de virus SIVcpzPts qui ont entraîné l’apparition du groupe N et l’émergence du groupe
pandémique, le groupe M.
Le codon start est présent dans la quasi-totalité des séquences analysées. Seules les
séquences du groupe O et quelques exceptions sont dépourvues de ce codon. On peut
alors émettre l’hypothèse que ce codon start était présent dans les séquences ancestrales
puis a disparu au moment de l’émergence du groupe O.
Au niveau des codons stops, on observe que leur fréquence diminue au fur et à mesure
que l’on s’approche du groupe M. La longueur médiane des ORFs augmente également
en s’approchant du groupe M : 66 codons pour les séquences SIVcpz_Pts (Pan troglo-
dytes schweinfurthii) à 125 pour les séquences SIVcpz_Ptt (Pan troglodytes troglodytes)
le plus proche du groupe M. Parmi les séquences SIVcpz_Ptt nous retrouvons une sé-
quence qui possède l’ORF d’ASP dans sa totalité. L’apparition de l’ORF ASP est donc
récente et semble être concomitante avec l’apparition du groupe pandémique. Une
analyse plus détaillée sur l’origine de l’ORF est présentée dans la partie 2.3.4.
Dans le groupe M, la proportion de séquences avec l’ORF ASP varie en fonction des sous-
types et recombinants. Les sous-types non prévalents (D, F, J H et K avec une prévalence
totale d’environ 3%) disposent de l’ORF ASP dans moins de 45% des séquences.
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Group
Subtype
Median
length
# sequences
with ASP ORF
Prevalence
SIVcpz Pts
O
SIVgor
P
SIVcpz Ptt
SIVcpz Ptt
N
SIVcpz Ptt
CRF01_AE
A
CRF02_AG
G
J
M H
C
F
K
D
B
66
35
83
65
89
134
125
180
160
63
174
189
78
178
114
143
168
186
139
0/8
0/44
0/3
0/1
0/5
0/5
0/7
1/3
395/443
177/240
8/112
56/63
1/2
0/4
728/864
11/33
1/2
53/107
1,111/1,307
(0%)
(0%)
(0%)
(0%)
(0%)
(0%)
(0%)
(0%)
(33%)
(89%)
(74%)
(7%)
(88%)
(50%)
(84%)
(32%)
(50%)
(50%)
(85%)
\
\
\
\
\
< 0.1 %
~ 0.0 %
~0.0 %
5.1 %
12 %
7.7 %
4.6 %
0.1 %
0.1 %
48.2 %
0.4 %
0.1 %
2.5 %
11.3 %
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
FIGURE 2.7 – Approche phylogénétique afin de montrer l’émergence de l’ORF ASP. L’arbre phy-
logénétique (*=bootstrap >80%) du gène env contient les séquences de références
des sous-types et CRFs du groupe M ainsi que les séquences disponibles pour les
groupes non-M. Les quatre transmissions inter-espèces sont indiquées par une étoile
rouge. Pour chacune des séquences, nous avons indiqué la répartition du codon start
(triangles rouge, triangles noires représentent les starts alternatifs (ORF le plus long))
et la répartition des codons stop (croix noirs) dans la région ASP. Le tableau présente
pour chaque groupe ou sous-type : la longueur médiane de l’ORF ASP, la proportion
de séquences (nombre pondéré de séquences) avec ASP, et la prévalence des groupes
VIH-1 (Hemelaar et al., 2011) dans la population humaine .
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Comme déjà mentionné, seulement 7% des séquences du recombinant CRF02_AG
(prévalence 7.7%) dispose de l’ORF ASP. Le groupe D, pour lequel nous disposons des
séquences de 107 individus présente une proportion égale de séquences avec et sans
ASP. Au sein de ce groupe, après réalisation d’une phylogénie basée sur l’alignement
des séquences du groupe, nous ne retrouve pas un clade bien différencié avec une
conservation de l’ORF ASP marquée, mais plusieurs petits clades avec et sans l’ORF
réparties le long de la phylogénie. On peut alors émettre deux hypothèses différentes.
La première induit qu’au sein de ce groupe la pression s’exerçant afin de maintenir
l’ORF ASP est relativement faible et que la transmission de virus défectifs pour ASP
est possible. La seconde hypothèse est qu’il n’y a pas ou peu de transmission de virus
défectifs pour ASP, mais que le gène asp peut être perdu au sein des virus non transmis.
Une analyse plus approfondie sur ce point est présentée dans la partie 2.3.3.
Les autres sous-types prévalents ( A, B, C, G et CRF01_AE avec une prévalence totale
de 84%) disposent quant à eux de l’ORF ASP pour 84% de leurs séquences (longueur
supérieure à 150 codons). Il semble donc y avoir une corrélation entre la présence de
l’ORF ASP et la prévalence des sous-types.
2.3.2 Corrélation entre prévalence et présence de l’ORF ASP.
Afin de démontrer statistiquement cette corrélation, nous avons utilisé dans un premier
temps un test de rang de Spearman. On a ainsi testé si le pourcentage de présence
de l’ORF ASP est indépendant ou non de la prévalence des sous-types du groupe M
ainsi que des groupes N, O et P. À l’intérieur du groupe M, les sous-types A, B, C, D, F,
G, H et J ainsi que les recombinants 01_AE et 02_AG (seuls recombinants prévalents)
sont considérés. En effet les autres recombinants ont une prévalence très faible (∼4%
au total), ils sont apparus très récemment et sont conformes aux sous-types dont ils
dérivent dans la région ASP. Par exemple la quasi-totalité (une exception) des CRFs
dérivant du sous-type B au niveau de la région ASP disposent de l’ORF ASP tout comme
le sous-type B. Les recombinants présentés dans la figure 2.8 suivent cette observation.
Pour la réalisation du test de Spearman, la fonction rankor (“Spearman”, “exact” and
“greater”) du package pvrank sous R (https://cran.r-project.org/web/packages/pvrank/)
a été utilisée. Nous comparons la fréquence de présence de l’ORF ASP au sein des sous-
types/groupes et la prévalence mondiale de ces sous-types/groupes. Nous obtenons une
valeur de rho, rs = 0.705 avec une p-value de 0.003. Il y aurait donc bien une corrélation
entre la prévalence des groupes et sous-types et la présence de l’ORF ASP.
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FIGURE 2.8 – Exemple de recombinaisons sans impact dans la région ASP. L’ensemble de ces
recombinaisons (CRF28_BF, CRF03_AB, CRF14_BG) sont du sous-type B dans la
région ASP et disposent de l’ORF ASP.
Cependant, cette approche ne tient pas compte de la corrélation phylogénétique pré-
senté dans le Chapitre 1 (partie 1.2.2.5) entre les séquences. Les séquences au sein d’un
clade ou sous-type peuvent être très proches. Cette corrélation entre les séquences des
différents sous-types et groupes peut alors entraîner un biais dans notre étude. Nous
avons donc utilisé le logiciel BayesTraits V2 (Pagel, 1999) pour confirmer les résultats
précédents. Il s’agit d’un logiciel permettant d’analyser l’évolution de caractères le long
d’une ou de plusieurs phylogénies. Il peut être utilisé afin d’analyser des caractères
discrets ou continus. Les différentes méthodes implémentées prennent en compte
l’incertitude des modèles évolutifs et de la phylogénie sous-jacente.
À l’heure actuelle, il n’existe pas de phylogénie consensus du gène env pour les groupes
et sous-types du VIH-1. Nous avons alors estimé 1 000 arbres phylogénétiques à l’aide
de PhyML ( GTR + Γ6, (Guindon et al., 2010)) en utilisant des alignements de séquences
nucléiques contenant une séquence (choisie au hasard) par groupe et sous-type, puis
lancé BayesTraits V2 avec cet ensemble d’arbres phylogénétiques. Nous avons réalisé
deux analyses, avec respectivement soit un modèle où les caractères évoluent indépen-
damment ( pas de corrélation entre les caractères), soit un modèle où les caractères
sont dépendants (corrélation entre les caractères). Les caractères sont des variables
continues qui correspondent comme précédemment à la fréquence de présence de
l’ORF ASP au sein des sous-types/groupes et à la prévalence mondiale de ces sous-types
du groupe M et des groupes N, O et P.
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Nous avons ensuite comparé la vraisemblance de chacun de ces modèles à l’aide d’un
log facteur de Bayes (Log BF).
2 Log BF = 2(log obtenu avec modèle dépendent – log obtenu avec modèle indépendant)
Nous avons utilisé la table définie par Gilks et al. (1996) afin d’interpréter les résultats
obtenus (c.f. Table 2.3).
TABLE 2.3 – Interprétation du score de Log BF.(Gilks et al., 1996) En fonction du résultat du
2logBF nous définissons la corrélation comme innexistante, existante, forte ou très
forte.
2Log BF Interpretation
<2 Pas de corrélation
>2 Corrélation
5-10 Forte corrélation
>10 Très forte corrélation
Nous avons donc dans un second temps, utilisé la méthode "Continuous : Random
Walk (Model A)" (MCMC) implémentée par BayesTraits V2. Les analyses sont lancées 10
fois afin de tester la robustesse des résultats. Nous obtenons un log-likelihood moyen
de -129.6(±0.2) pour le modèle dépendant et -131.5(±0.9) pour le modèle indépendant.
Soit un score Log BF=3.8, montrant une corrélation entre les caractères.
Ces deux méthodes confirment donc bien la corrélation entre la prévalence des sous-
types et groupes et la présence ou l’absence de l’ORF ASP. Plus un sous-type/groupe est
prévalent, plus la proportion de séquences avec l’ORF ASP est forte et réciproquement.
L’ORF ASP est présent dans 84 % des séquences pour les sous-types et CRFs prévalents
(sauf CRF02_AG) du groupe M . Cependant, 16 % des séquences dans ces sous-types
et CRFs ne disposent pas de l’ORF ASP. Ce pourcentage pourrait être due à la présence
d’erreurs de séquençage ou de séquences défectives au sein des séquences entraînant
l’apparition de codon stops sur la phase -2.
2.3.3 Séquences sans l’ORF ASP
Une erreur de séquençage se produit quand la méthode de séquençage réalise une
lecture inexacte. Le taux d’erreur de séquençage varie d’une machine à l’autre, et c’est
amélioré ces dernières années. Il est généralement connu, grâce à de nombreux essais
et étalonnage des appareils de séquençage. Comme on peut le voir dans la table 2.4, les
séquenceurs actuels ont un taux d’erreur variant de 0.001% pour le séquenceur Sanger
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3730xl, à 2% pour le séquenceur HiSeq200.
Sequenceur 454 GS FLX HiSeq 2000 SOLIDv4 Sanger 3730xl
Mécanisme de Pyroséquencage Séquencage Ligation Élongation
séquencage par synthèse
Efficacité 99.9% 98% 99.94% 99.999%
TABLE 2.4 – Tableau récapitulatif sur l’efficacité des différentes méthodes de séquençage(Liu
et al., 2012)
Une proportion de ces erreurs de séquençage sont éliminés au cours du processus final.
Cependant certaines erreurs persistent et peuvent entraîner la présence d’un codon
stop dans les séquences d’asp.
L’analyse des séquences disponibles dans la base de données de Los Alamos (données
téléchargées en avril 2016) pour les gènes env et pol, qui sont des gènes structuraux
donc obligatoires, montre la présence d’environ 5% de séquences disposant de codons
stops. Or, ces gènes sont indispensable pour la formation du virus. Cette fraction non
négligeable de codons stops montre qu’il existe tout de même une fraction de séquences
disponibles dans la base de données qui sont soit sujettes à des erreurs de séquençage
soit le produit de virus totalement défectifs (Malim and Emerman, 2008).
Afin de tester si la totalité des séquences défectives pour ASP sont dues à des erreurs
de séquençage ou a des virus totalement défectifs, nous avons observé s’il y avait une
corrélation entre les séquences avec/sans l’ORF ASP et la phylogénie des séquences. Si
nous retrouvons des clusters qui possèdent un codon stop, il ne s’agit donc pas d’erreur
de séquençage ou de virus défectifs mais d’un caractère transmis. Pour vérifier cela une
mesure du signal phylogénétique pour le caractère binaire (présence / absence de l’ORF
ASP) est réalisée.
La somme des changements dans les valeurs nodales estimés d’un caractère binaire le
long d’une phylogénie fournit une mesure du signal phylogénétique pour ce caractère
(Fritz and Purvis, 2010). Cette mesure est réalisée à l’aide de la fonction phylo.d du
package caper (Comparative Analyses of Phylogenetics and Evolution sous R (Orme,
2013)). La fonction calcule la somme des changements appelée D observée pour un
caractère binaire le long des nœuds d’un arbre phylogénétique et la compare à la
valeur de D estimée en utilisant un nombre égal de simulations de deux modèles. Le
premier modèle réalise un mélange aléatoire des valeurs, le second suit un modèle
brownien pour un caractère binaire. Les analyses sont réalisées sur un échantillon de
500 séquences (*5) du sous type C, sous-type le plus prévalent avec une présence de
86
2.3. Évolution de l’ORF ASP
l’ORF ASP pour près de 85% des séquences. Pour chaque échantillon, une phylogénie
est estimée à l’aide du logiciel phyML (GTR, Γ4). Pour l’ensemble des échantillons, on
observe que la probabilité que les observations suivent un modèle aléatoire est nulle
(c.f. Table 2.5).
Echantillon D observée D estimée D estimée Probabilité Probabilité
hasard brownien hasard brownien
1 70.37105 142.0517 75.36188 0 0.726
2 70.52255 154.09 81.8062 0 0.903
3 78.05158 151.3898 80.78966 0 0.628
4 77.44667 156.4496 80.87999 0 0.671
5 77.08361 148.3328 78.50994 0 0.587
TABLE 2.5 – Mesure du signal phylogénétique pour le caractère binaire Pour chaque échan-
tillon, on retrouve la somme observée, la somme estimée à l’aide d’un modèle réalisant
des mélanges randomisés, la somme estimée à l’aide d’un modèle brownien, et les
probabilités que les valeurs observées suivent un modèle randomisé ou brownien.
La présence de séquences dépourvues de l’ORF ASP ne s’expliquent donc pas par la
simple présence d’erreurs de séquençage ou de virus défectifs. Nous retrouvons des
clusters au sein du sous-type, montrant que lorsque le caractère est perdu, il y a ensuite
une transmission de virus défectifs pour l’ORF ASP.
Le pourcentage élevé de séquences dépourvues de l’ORF ASP peut alors très probable-
ment être majoritairement expliqué par le fait que le gène asp soit possiblement un
gène accessoire. L’ORF ASP est présent à la racine du groupe M et dans les sous-types
et CRFs les plus répandus. Cependant, il n’est pas présent dans les groupes non-M et
peut être perdu sans compromettre la viabilité du virus. Le pourcentage de séquences
défectives est similaire à celui observé avec le gène accessoire nef (par exemple 13.5%
des séquences sont défectives pour ce gène dans l’étude de Pushker et al. (2010)). L’ORF
ASP a ainsi été perdu dans certains des sous-types et CRFs (par exemple CRF02_AG).
L’ORF ASP a également été perdu au sein de certains individus. Lorsque l’on étudie la
conservation intra-patient des sous-types et recombinants du groupe M prévalents,
en ne considérant que les patients disposant d’au moins 2 séquences nous observons
que 12% des patients ne disposent d’aucune séquence avec l’ORF ASP, tandis que 81 %
des patients disposent de l’ORF ASP pour l’ensemble de leurs séquences (c.f. Fig. 2.9).
Nous ne retrouvons qu’une proportion très faible de séquences disposant d’un mélange
équivalent de séquence avec et sans l’ORF ASP. Le gène asp étant un gène accessoire, un
virus dépourvu du gène peut être transmis à un autre patient.
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FIGURE 2.9 – Histogramme de la fréquence par patient de séquences avec l’ORF ASP. Nous ob-
servons ici une répartition binomiale, avec des patients ne disposant d’aucune
séquence avec l’ORF ASP (fréquence entre 0 et 0.1), et une majorité de patients
disposant de l’ORF pour la totalité de leurs séquences (fréquence entre 0.9 et 1.0).
Nous pouvons donc expliquer les 16% de séquences dépourvues de l’ORF ASP à la
fois par le caractère accessoire du gène asp (12% des séquences), et par la présence
de séquences non conforme à un virus fonctionnelle (erreurs de séquençage ou virus
défectif, 5% des séquences). Nous avons donc ici expliquer la proportion de séquences
défectives pour le gène asp en majorité par le caractère accessoire de celui ci. Le virus
peut être fonctionnel sans la présence du gène asp, mais il est probable que le taux de
transmission des virus dépourvus du gène asp soit moindre.
Comme nous l’avons vu précédemment, l’arbre phylogénétique montre que l’ORF ASP
est présent à la racine du groupe M (cf. Fig. 2.7). Nous avons alors recherché des indices
sur l’apparition de l’ORF.
2.3.4 Origine de l’ORF ASP
Nous retrouvons l’ORF ASP à la racine du groupe M mais également au sein d’une
séquence du virus SIVcpzPtt le plus proche du groupe M. Nous pouvons alors nous
demander si l’ORF ASP est apparu dans une séquence de SIVcpzPtt puis a été transmis
et maintenu chez l’homme, ou si il y a eu deux apparitions indépendantes au sein du
groupe M et des SIVcpzPtt.
Une analyse phylogénétique a été réalisée en prenant en compte les 24 séquences de
référence du groupe M ainsi que les quatre séquences SIVcpzPtt (3 individus, cf. Fig.
2.7). L’arbre phylogénétique est estimé à l’aide du logiciel PhyML (GTR + Γ6) (cf. Fig.
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2.10) à partir de l’alignement nucléique des séquences de l’ORF ASP.
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FIGURE 2.10 – Arbre phylogénétique du gène asp. L’arbre phylogénétique est estimé à l’aide
de PhyML (GTR + Γ6) avec un bootstrap de 100 réplicats. La séquence en rouge
représente la séquence SIVcpzPtt avec l’ORF ASP, les séquences en bleu représentent
les séquences SIVcpzPtt ne disposant pas de l’ORF ASP, enfin les séquences en noir
représentent les séquences de référence du groupe M.
Nous observons que la séquence SIVcpzPtt qui dispose de l’ORF ASP (DQ373063) est
la séquence la plus basale de la phylogénie. La forte similarité au niveau structurale
et la position basale de la séquence montre qu’une transmission inter-espèce d’un
virus disposant de l’ORF ASP est possible. Cependant, comme nous pouvons le voir sur
la phylogénie (cf. Fig. 2.10) le score de bootstrap est relativement faible (57%)). Dans
25% des cas la séquence DQ373064 est la séquence la plus basale et dans 14% des cas
les deux séquences (DQ373063 + DQ373064) forment un clade. La faible quantité de
séquences de la souche SIVcpzPtt, la plus proche du groupe M, ne permet donc pas
de savoir avec certitude si l’ORF ASP est apparu de façon indépendante chez les VIH
et chez le SIV, ou si il s’agit d’une apparition au niveau des souches SIVcpzPtt ensuite
transmise à l’homme. Cette dernière hypothèse semble cependant la plus probable.
L’analyse précédente de l’alignement protéiques des 24 séquences de référence et
de la séquence SIVcpzPtt avec l’ORF ASP (DQ373063) nous a montré des similitudes
structurels. On peut se demander si cette séquence protéique dispose d’homologues
dans les bases de données.
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2.4 Recherche de similarités de protéines dans les bases
de données
Lors de l’étude d’un nouveau gène, l’une des premières analyses réalisées est la re-
cherche de gènes similaires. Dans notre cas de figure, le gène asp étant un gène chevau-
chant, on sait qu’il s’agit d’une création de novo de gène. Cependant, la recherche de
séquences ou de régions similaires peut permettre d’avoir des indices sur la fonction-
nalité de la protéine. En effet si l’on retrouve des régions très similaires, il y a une forte
probabilité pour que ces régions aient une fonctionnalité proche. Nous avons utilisé les
suites de logiciels Blast et HMMer, et Proscan présentées dans la partie 1.1.1.2.
Blast Dans notre analyse, nous avons utilisé le logiciel PSI-BLAST avec les paramètres
par défaut sur les séquences de référence du groupe M qui disposent de l’ORF ASP
(23 séquences). La recherche a été réalisée dans l’ensemble des bases de données non
redondantes, à savoir GenBank CDS translations, PDB, SwissProt, PIR, PRF sans les
échantillons environnementaux des projets WGS. À la première itération (soit le lance-
ment du Blast), on ne retrouve que 4 séquences avec un seuil significatif, cependant
comme on peut le voir ci -dessous (résultat séquence : AY423387) l’ensemble de ces
séquences correspond à des séquences de la protéine ASP ajoutées dans les bases de
données entre 1996 et 2014.
E-value BETTER than threshold Score E
Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
emb|CAC32453.1| antisense protein, ASP [Human immunodefici... 263 6e-86
gb|AFK10192.1| antisense protein [Human immunodeficiency ... 262 1e-85
ref|YP_009028572.1| Asp [Human immunodeficiency virus 1] 262 2e-85
gb|AAA86736.1| ASO1 [Human immunodeficiency virus 1] 231 2e-73
Sequences with E-value WORSE than threshold
gb|EYC26034.1| hypothetical protein Y032_0011g1523 [Ancylo... 38.5 4.4
gb|AFO52500.1| cell division protease ftsH-like protein [Cand..38.1 4.6
ref|WP_017518734.1| hypothetical protein [Pseudomonas nitro... 35.4 7.0
ref|WP_036947831.1| hypothetical protein [Promicromonospor... 37.0 9.9
Les autres séquences ont un score extrêmement faible et une E-value très élevée. Lors
de l’itération suivante aucune nouvelle séquence n’est ajoutée. Nous ne retrouvons
alors aucune séquence similaire à la protéine ASP, à l’aide du logiciel PSI-Blast.
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HMMer La recherche dans les bases de données HMM est réalisée en utilisant HMM-
Scan (à partir de HMMer (Finn et al., 2011)) avec la séquence de référence HXB2 mais
également à l’aide d’un alignement protéique de la région ASP (phase -2) (hmmsearch)
des séquences de référence pour chaque sous-type du groupe M. Aucun résultat n’est
obtenu dans l’ensemble des bases de données testées (Pfam, TIGRFAM, Gene3D, Super-
family, PIRSF).
Prosite Comme pour les deux outils présentés précédemment nous ne retrouvons
aucun résultat pour la recherche de signatures de familles de protéines en utilisant le
logiciel ProScan et ce même en diminuant le pourcentage de similitude (jusqu’à >75%
de similitude). Nous retrouvons cependant des signatures de sites spécifiques dont les
probabilités d’occurrence sont fortes tels que les sites de N-glycosylation (positions : 80
à 83), les sites "Casein kinase II phosphorylation" (positions : 25 :28, 37 :40, 184 :187),
ou les sites de N-myristoylation (positions : 76 :81, 81 :86, 104 :109, 137 :142). Le figure
2.11 résume les différents sites particuliers possibles.
MPQTVSCNRCCCASIALSKLFCCCTIPDNNCLACTVSVIEAAPIVLPAA
PKNPRNKAPIPTALFSLCTTLLFALVGATPNGSIFTTLYLYNSLLQLSLI
SPPPGLKISDSLLLLPPSLVNSSPVIFDEHLICPLMGGAYIAFPTFCHM
FIICFILHGRVIVSLPSVLFDPSVLQVLLNQVLLNSCVELQ
Casein kinase II phosphorylation site
N-myristoylation site
N-glycosylation site
FIGURE 2.11 – Schéma représentant les sites possibles particuliers de la séquence protéique
ASP.
En rétrovirologie, les sites de N-myristoylation sont en générale situés en N-terminale
terminal de la séquence. Les sites possibles situés à l’intérieur de la séquence n’ont alors
pas de signification.
Nous ne retrouvons donc aucune famille de protéines similaire dans l’ensemble des
bases de données testées. Lors de l’utilisation de ces outils il faut cependant faire atten-
tion à l’interprétation que l’on y prête. Les bases de données ne sont malheureusement
pas encore exhaustives et de nombreuses protéines notamment virales ne sont pas pré-
sentes. Le gène asp a été créé de novo par chevauchement de gènes, il est donc normal de
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ne pas retrouver de séquences homologues. Nous ne pouvons donc malheureusement
pas prédire de fonction à la protéine ASP en utilisant cette méthode.
Une analyse plus détaillée de l’usage du code et de la séquence protéique a alors été
réalisée.
2.5 Analyse de l’usage du code du gène asp et de la com-
position en acides aminés de la protéine ASP
Nous avons dans un premier temps étudié l’usage du code du gène asp et l’effet induit
par le chevauchement de gène sur l’usage du code du gène env. L’analyse de la protéine
ASP a ensuite consisté à vérifier la composition en acides aminés. En effet, la présence
d’une quantité importante d’acides aminés rares tel que le tryptophane remettrait
en question la fonctionnalité de la protéine ASP. Nous avons également mesuré la
proportion d’acide aminés hydrophobes et hydrophiles. Par exemple, une protéine
constituée en majorité d’acides aminés hydrophobes aura tendance à se replier sur
elle-même et à former des agglomérats afin d’éviter les contacts directs avec l’eau.
L’hypothèse actuelle sur la protéine ASP est qu’il s’agirait d’une protéine membranaire
disposant de deux domaines transmembranaires. Nous avons alors recherché les régions
hydrophobes et hydrophiles le long de la protéine. Enfin, la dernière étape de cette
analyse a été de mesurer la conservation des différents acides aminés tout au long de la
séquence tout en comparant celle-ci avec la conservation de la protéine Env.
2.5.1 Analyse de l’usage du code
Nous avons comparé l’usage du code dans les régions chevauchantes et non chevau-
chantes du gène env ainsi que l’usage du code du gène asp (cf. Fig. 2.12) par rapport à
l’usage du code du gène env dans sa totalité. Les usages du code des gènes env et asp
sont présentés en annexe B.
FIGURE 2.12 – Schéma représentant les zones analysées. La zone 1 correspond à la séquence du
gène env non chevauchante, la zone 2 la séquence chevauchante, la zone 3 la
séquence codant pour ASP
Pour cela nous avons tout d’abord calculé le score de CSI "Codon Similarity Index"
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(cf. partie 1.1.2.4) de chacune de ces régions en les comparant avec l’usage du code
global sur le gène env. Nous obtenons un score élevé de 0.7 pour la région 1 et la 2 du
gène env et un score de 0.6 pour le gène asp. Nous n’observons donc pas l’impact du
chevauchement sur le gène env. De plus l’usage du code du gène asp est relativement
proche de l’usage du code du gène env.
Nous avons ensuite comparé la fréquence de présence de chaque codon au sein des
séquences. Pour cela nous avons réalisé un test de corrélation de rang de Spearman entre
la fréquence des codons au sein du gène env et la fréquence au sein d’asp. L’ensemble
des codons dégénérés (plusieurs codons codant pour un même acide aminé) ont été
comptabilisés et rangés. Nous avons ensuite réalisé un test de corrélation entre les
différentes zones de la séquence (Figure 2.12). Les résultats du test entre la région 1 et
2, soit entre la région chevauchante et la région non chevauchante sont les suivants :
rs1−2 = 0.8 avec une P-value = 2.2∗10−15. Comme précédemment, la corrélation entre
les régions non chevauchantes et chevauchantes est très forte avec un score très proche
de 1 et une P-value très inférieure à 5%. Le chevauchement de gène asp ne semble
donc pas modifier la composition en codons du gène env dans cette région. Entre la
région 1 et 3 nous observons : rs1−3 = 0.36 avec une P-value = 0.003. Ici la corrélation
est beaucoup moins importante mais toujours significative. Nous observons donc des
résultats relativement comparables avec les résultats obtenus précédemment.
Un des éléments pouvant expliquer la forte corrélation d’usage du code entre les régions
chevauchantes et non chevauchantes du gène env (P-value=10−15) et la plus faible
corrélation entre les régions 1 et 3 (P-value=0.003) est la création très récente du gène
asp. Cette observation a été réalisée pour d’autre gènes chevauchants par Sabath et al.
(2012). Ils montrent qu’il y a globalement un CSI inférieur pour les gènes créés de novo
que pour la région chevauchante des gènes fixes, mais que l’usage du code des gènes
chevauchants créés de novo a tendance à se rapprocher de l’usage du code générale
au cours du temps dans la limite des contraintes évolutives. Au niveau du gène asp, il
existe des contraintes fortes entraînées par le chevauchement de gène mais également
des contraintes structurelles au niveau du RRE, l’évolution de l’usage du code d’ASP
devrait alors être limité dans ces régions.
2.5.2 Analyse de la composition en acides aminés
Nous observons une légère différence entre l’usage du code utilisé au sein du gène env
et au sein du gène asp. Cette différence est-elle également présente au niveau de la
composition en acides aminés ? Nous observons le profil de la composition en acides
aminés de la protéine ASP. Afin de vérifier que cette composition en acides aminés n’est
pas aberrante, nous avons comparé le profil obtenu avec le modèle de composition en
acides aminés HIVb (Nickle et al., 2007) (cf. Fig. 2.13). Ce modèle est réalisé à partir de
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l’analyse de 8 gènes du VIH-1 (tous les gènes excepté le gène vif ) soit un total de 7,189
acides aminés et de 39 à 171 patients différents en fonction des gènes.
Nous retrouvons au niveau de la protéine ASP, une forte proportion d’acides aminés
dit hydrophobes (Alanine (A), Isoleucine(I), Leucine (L), Phénylalanine (F), Proline (P),
Valine (V)). La protéine ASP dispose d’une composition en acides aminés éloignée de la
composition globale des autres gènes. Cependant, si il s’agit bien d’une protéine trans-
membrannaire, il est normal d’observé une composition en acides aminés différentes
des autres protéines.
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FIGURE 2.13 – Composition en acides aminés de la protéine ASP (vert). En bleu, on retrouve la
composition en acide aminé au sein du VIH-1.
Cependant, ce profil de composition en acides aminés ne montre pas une très forte
proportion d’acides aminés rares tels que l’Histidine (H), la Méthionine (M), la Tyrosine
(Y) ou le Tryptophane (W). Seul la Cystéine (C) faiblement présente chez les protéines
du VIH-1 semble être ici légèrement sur-représentée avec une fréquence inférieure à
0.08. La protéine ASP dispose donc d’une composition en acides aminés relativement
éloignée de la composition au sein du VIH-1, mais elle ne semble pas être incompatible
avec une fonctionnalité de la protéine.
Si nous observons l’alignement protéique des séquences de la phase -2, nous retrouvons
des motifs très particuliers déjà mis en évidence dans des publications précédentes
(Miller, 1988; Torresilla et al., 2013, 2015) (cf. Fig. 2.14). Nous observons notamment la
présence d’un double triplet de Cystéine (C) qui sont séparés l’un de l’autre par 9 acides
aminés. Ces régions riches en cystéines pourraient permettre la formation d’agrégats de
protéines appelé agrésomes (Torresilla et al., 2013). Il a été montré que les agrésomes
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en général avaient un lien avec la voie de dégradation par autophagie (Wong et al.,
2012). On retrouve en suivant le motif PxxPxxP. Ce motif riche en proline (P) jouerait
également un rôle dans la multimérisation et serait associé avec l’autophagie (Torresilla
et al., 2015).
Sur la figure 2.14, nous observons trois séquences qui ne dispose pas du premier tri-
plet de cystéine. Ces séquences font partie du sous-type A. Comme nous l’avons vu
précédemment les séquences de ce sous-types sont légèrement plus courte. La troi-
sième cystéine est ici remplacé par un codon stop. Nous retrouvons cependant une
méthionine correspondant également au codon start, 13 acides aminés après ce codon
stop.
FIGURE 2.14 – Spécificité de la protéine ASP. Double triplet de cystéine et motif PxxPxxP. Les trois
premières séquences sont des séquences du sous-type A.
Ces motifs particuliers pourraient donc avoir un impact sur la fonctionnalité de la
protéine. Ceux-ci sont retrouvés au sein de la séquence SIVcpzPtt qui dispose de l’ORF
ASP, mais également au sein des séquences non-M qui ne dispose pas de l’ORF ASP. Leur
conservation est donc induite par la conservation du gène env. En effet la conservation
de 4 Glutamine (Q) par exemple (ou 3 Glutamine (Q) + un acide aminé dont les codons
terminent par A ou G ) sur la phase +1 va entraîner la conservation d’un triplet de
cystéine sur la phase -2. Quant au motif PxxPxxP, la conservation d’une Glycine (G)
sur la phase +1 va entraîner la conservation d’une proline (P) sur la phase -2. Ces
motifs peuvent donc avoir un impact sur la fonctionnalité de la protéine ASP, mais leur
conservation n’est pas l’effet d’une pression de sélection induite par ASP afin de les
maintenir. La conservation de ces motifs s’explique par les contraintes mécaniques du
chevauchement avec le gène env.
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La séquence de référence HXB2 du VIH-1 groupe M disposerait de deux domaines
transmembranaires. La forte proportion d’acides aminés hydrophobes pourrait jouer
en faveur de la présence de ces domaines transmembranaires. Afin de vérifier cette
hypothèse, nous avons étudié plus spécifiquement l’hydropathie de la protéine ASP.
2.5.3 Hydropathie de la protéine ASP et prédiction de la structure
Le coefficient d’hydropathie général de la protéine ASP basé sur l’analyse de l’ensemble
des séquences du groupe M est de 0.9. À partir d’une fenêtre glissante de 100 acides ami-
nés, nous avons obtenu les coefficients d’hydropathies le long de la séquence. L’analyse
sur la séquence HXB2 (cf. fig. 2.15) montre la présence de deux régions hydrophobes
avec un coefficient d’hydropathie supérieur à 1, soit, si nous considérons que la protéine
ASP est bien membranaire, deux domaines transmembranaires sont possibles. Entre
ces régions hydrophobes nous observons des régions hydrophiles avec un coefficient
d’hydropathie inférieur à 1 correspondant aux régions extramembranaires.
FIGURE 2.15 – Coefficient d’hydropathie le long de la protéine ASP et prédiction de la structure
de la protéine sur la séquence de référence HXB2. On retrouve deux zones très
hydrophobes correspondant aux zones membranaires et des zones plus hydrophiles
correspondant aux zones extra-membranaires.(Schéma de droite : LAVERDURE
(2012))
Afin de confirmer ces résultats, nous avons prédit la structure de la protéine ASP à
l’aide du logiciel TOPCONS. La prédiction est réalisée sur les séquences de référence du
groupe M disposant du gène asp (23 séquences). Pour l’ensemble des prédictions, nous
retrouvons au moins deux domaines transmembranaires (positions approximatives :
60-80 et 140-160). Pour certaines séquences trois domaines transmembranaires sont
prédits. Ce troisième domaine (position approximative : 165-185) est situé au niveau de
la zone variable V4 du gène env. Cette zone étant très variable des différences entre les
séquences sont observables. Un exemple de chacun des cas possibles est présenté dans
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la figure 2.16.
La protéine ASP est alors prédite comme disposant d’au moins deux domaines trans-
membranaires. Il serait intéressant de prédire également la structure tridimensionnelle
de la protéine.
FIGURE 2.16 – Prédiction du logiciel TOPCONS. Domaines transmembranaires, intracellu-
laires et extracellulaires.En rouge : région intracellulaire, en bleu : région extracel-
lulaire, encadré : région transmembrannaire. On retrouve 2 type deux prédictions
possibles. La plus représenté correspond au cas 1 avec deux domaines transmem-
branaire, le cas 2 peut également être présent en fonction de la zone variable V4 du
gène env.
Malheureusement, les outils permettant de prédire la structure tridimensionnelle d’une
protéine se basent fortement sur une recherche de similarité de séquences et sont
moins performants pour l’étude de protéines membranaires. Nous avons utilisé la plate-
forme I-TASSER (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/) afin de prédire la
structure de la protéine à partir de la séquence de référence HXB2. Cette plate-forme de
prédiction de structure n’a pas retrouvé d’homologue possible dans la base de données
PDB spécialisée dans la structure tridimensionnelle des macromolécules. La prédiction
n’est alors basée que sur la minimisation de l’énergie libre de Gibbs de la structure.
Le modèle utilisé va réaliser un minima global alors que dans la réalité biologique
la protéine est constituée de régions disposant de minimum locaux. Cependant, la
méthode utilisée par I-TASSER est à l’heure actuelle l’une des plus performantes, mais
malheureusement reste encore peu performante pour les protéines transmembranaires.
Nous obtenons les prédictions de structure présentées dans la figure 2.17. Sur les cinq
modèles générés, nous obtenons des variations très importantes et celles-ci ne sont
pas des protéines transmembranaires. On ne peut donc pas à l’heure actuelle, avec les
moyens à notre disposition prédire la structure 3D de la protéine ASP.
Bien que nous pensons que la protéine ASP est une protéine membranaire, nous avons
tout de même testé si celle-ci était intrinsèquement désordonnée. Les protéines intrin-
sèquement désordonnées ne disposent pas de structure secondaire et tridimensionnelle
stable. Elles ne disposent pas de minimum d’énergie libre de Gibbs ce qui leur confère
une structure aléatoire. Cette absence de structure fixe ne veut cependant pas dire qu’il
y a une absence de fonctionnalité. Ces protéines disposent d’une grande flexibilité
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structurale, ce qui leur donne des atouts fonctionnels. Ces protéines sont notamment
impliquées dans de nombreux mécanismes pathologiques. Nous avons utilisé les logi-
ciels de prédiction de désordre : disEMBL (Linding et al., 2003), IUpred (Dosztányi et al.,
2005) et FoldIndex (Prilusky et al., 2005). L’ensemble de ces logiciels lancés sur les 24
séquences de référence disposant de l’ORF ASP, montrent que la protéine ASP n’est pas
intrinsèquement désordonnée, aucune région n’est détectée.
FIGURE 2.17 – Prédiction de la structure tridimensionnelle de la protéine ASP basée sur la sé-
quence de référence HXB2. La plate-forme I-TASSER prédit 5 modèles très diffé-
rents de structure de la protéine ASP.
Ces analyses nous ont donc permis de montrer que la protéine ASP est une protéine
non désordonnée et très hydrophobe. Elle dispose notamment de deux régions parti-
culièrement hydrophobes. Ces deux régions sont probablement des domaines trans-
membranaires. Nous avons cependant observé des variations de prédiction de structure
entre les séquences (2 ou 3 domaines transmembranaires).
Nous avons ensuite vérifié la conservation des acides aminés le long de la séquence de
la protéine ASP.
2.5.4 Conservation de la protéine ASP
Nous avons ici mesuré la conservation des acides aminés le long de la séquence pro-
téique ASP. Dans la figure 2.18, nous avons mis en parallèle la conservation protéique le
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long de la phase -2 avec la conservation protéique le long de la phase +1 (Env). Pour cela,
nous avons mesuré le pourcentage de présence de l’acide aminé majoritaire à chaque
position donnée le long de la séquence. La séquence protéique de la phase +1 (Env) est
inversé afin de pouvoir comparer les deux courbes.
FIGURE 2.18 – Conservation le long de la séquence ASP. On observe ici la totalité de la conser-
vation de la phase -2 (en rouge) et de la protéine env (en bleu, sens de la protéine
inversé pour permettre la comparaison). Une fenêtre glissante de 20 sites (moyenne)
est réalisée en prenant en considération la conservation du site majoritaire.
Si nous observons la région de l’ORF ASP sur la phase -2, nous retrouvons au début de la
séquence une région très conservée (> à 80% de conservation), celle-ci est ensuite suivie
de deux zones variables. Dans la première zone variable, la courbe diminue jusqu’à 50%
de conservation, quant à la seconde zone variable la courbe chute jusqu’à seulement
environ 20% de conservation. Si nous comparons ce résultat avec l’observation obtenue
pour la protéine Env, nous retrouvons ces deux zones variables. Il s’agit respectivement
des régions V5 et V4. En effet au niveau de ces régions, la variabilité au niveau protéique
et nucléique est très importante. Nous avons également mesuré la conservation de
chacune des trois positions des codons (1er e positions, 2nd positions, et 3eme positions).
Comme attendu, nous observons une conservation forte des premières et deuxième
positions des codons et une conservation plus faible de la troisième position, que ce
soit dans le sens du gène env comme dans le sens de la phase -2. Au niveau des zones
variables, les trois positions des codons sont très variables au niveau du gène env. Cette
variabilité se répercute alors sur la protéine ASP. Tout au long de la séquence, nous
observons une corrélation très forte entre la conservation de la séquence protéique en
phase -2 et la protéine Env, que ce soit dans la région chevauchante comme dans la
région non chevauchante.
Ceci confirme les résultats obtenus par l’étude de Mir (Mir and Schober, 2014b). Une
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pression de sélection purificatrice sur la phase +1 entraînera une pression de sélection
purificatrice sur la phase -2 et inversement. On peut donc se demander si la conservation
observée au niveau de la protéine ASP n’est pas le simple reflet de la conservation de
la protéine Env. En effet comme on l’a vu précédemment, sur la phase -2 il y a une
très forte proportion de sites qui sont totalement contraints par le chevauchement de
gène. En moyenne pour chaque site, la phase -2 ne dispose que de 1.5 acides aminés
différents possibles sans modifier la séquence de Env. Pour certains sites cette liberté
est inexistante. On peut prendre l’exemple sur la phase +1 d’une Lysine (K)(AAA ou
AAG) suivie d’une Phénylalanine (P) (TTT ou TTC) ; sur la phase -2 le codon sera AAT ou
AAC codant l’Asparagine (N). Ce site est alors totalement contraint, un seul acide aminé
est possible. Une conservation de la Lysine (K) et de la Phénylalanine (P) entraînera
alors obligatoirement une conservation de l’Asparagine (N) sur la phase -2. Il existe des
contraintes encore plus fortes avec par exemple une conservation simple de l’Alanine
(A) sur la phase +1 qui entraîne également une conservation d’une Alanine (A) sur la
phase -2.
Nous avons alors cherché à observer la conservation des acides aminées non totalement
contraints. Pour cela pour chaque binôme d’acides aminés de la phase +1, il a fallu
établir la liste des acides aminés induits. Par exemple :
Phe + His :
TTT + CAT → stop (TGA)
TTT + CAC → stop (TGA)
TTC + CAT → Trp (TGG)
TTC + CAC → Trp (TGG)
+1→ -2
À partir de la conservation de la séquence ASP, nous avons mesuré la proportion de
sites contraints et non contraints. Sur une fenêtre glissante, nous avons ainsi calculé
la proportion de séquences pour lesquelles les acides aminés majoritaires sont tota-
lement contraints (1 seul choix d’acide aminé possible sur la phase -2), la proportion
de séquences pour lesquelles les acides aminés majoritaires ne sont pas totalement
contraints (plusieurs choix possibles d’acides aminés au niveau de la phase -2), et la
proportion de séquences ne disposant pas des acides aminés majoritaires mais dont
la conformation sur la phase +1 permettent la présence de ces acides aminés (cf. Fig.
2.19).
Au niveau de la région ASP, nous retrouvons une proportion assez importante de sé-
quences disposant des acides aminés majoritaires mais qui ne sont pas contraints. De
plus, la proportion de séquences dont les sites sont non contraints par le gène env et
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ne disposant pas du site majoritaire est très faible. Une part de la conservation de la
protéine ASP semble donc indépendante de la protéine Env. Cependant, si nous obser-
vons les résultats tout au long de la phase -2, nous retrouvons une répartition du même
type. La conservation protéiques au niveau de la phase -2 semble donc principalement
induite par les contraintes engendrées par le gène env et la corrélation phylogénétique
qu’il existe entre les séquences. Les analyses présentées ci-dessus ne nous permettent
alors pas de savoir s’il existe une pression de sélection s’exerçant afin de maintenir l’ORF
du gène asp. Des analyses statistiques plus spécifiques sont nécessaires afin de vérifier
s’il existe une pression de sélection ou non.
FIGURE 2.19 – Conservation le long de la séquence ASP en fonction des contraintes. Dans le
sens de la phase -2, nous représentons ici en utilisant une fenêtre glissante de 20
sites (moyenne) le nombre de séquences disposant des acides aminés majoritaires
et dont les sites sont contraints (bleu), le nombre de séquences disposant des acides
aminés majoritaires et dont les sites sont non contraints (rouge), et le nombre de
séquences pour lesquelles la présence des acides aminés majoritaires est possible
(mais non observé) sans modifier la séquence du gène env (gris).
Dans ce chapitre, nous avons donc mis en évidence la présence de l’ORF ASP dans les
séquences du groupe M. L’ORF est cependant absent dans les groupes et sous-types non
pandémiques. L’analyse phylogénétique du gène env mis en parallèle avec la recherche de
l’ORF ASP nous a permis de montrer l’apparition récente et progressive de l’ORF ASP. On
retrouve notamment une séquence de virus touchant le singe : SIVcpz_Ptt, qui dispose de
l’ORF ASP dans sa totalité. Cette séquence est l’une des séquences SIVcpz_Ptt la plus proche
du groupe M. L’apparition de l’ORF ASP est alors très probablement concomitante avec
l’apparition du groupe pandémique. La création du gène asp est une création de novo
par chevauchement de gène, on ne retrouve alors logiquement aucune séquence similaire
dans les bases de données. Cette absence d’homologie entraîne des difficultés notamment
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pour la modélisation de la structure de la protéine. Les analyses de la composition en
acides aminés montrent que cette protéine dispose (dans la majorité des cas) de deux
régions très hydrophobes de type transmembranaires. On retrouve également des motifs
particuliers très conservés tel que le doublet de cystéine ou le motif PxxPxxP pouvant
jouer un rôle dans la phagocytose. Enfin, nous retrouvons une conservation le long de la
protéine ASP qui est très corrélée avec la conservation le long de la protéine Env. Nous
ne retrouvons pas de variation entre la région codant la protéine ASP et le reste de la
phase -2. On peut alors se demander si la présence de cet ORF n’est pas seulement due aux
contraintes de codage induites par la protéine Env. Observe-t-on une pression de sélection
au niveau de la protéine ASP ?
Les points essentiels mis en évidence dans ce chapitre sont :
XLa présence de l’ORF ASP au sein des séquences du groupe M
✗L’absence de l’ORF ASP au sein des séquences non-M
XL’apparition concomitante du groupe M et de l’ORF ASP
XLa corrélation entre la présence de l’ORF ASP et la prévalence des sous-types/groupes
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3 Détection d’une pression de sélection
CE chapitre présente les différentes méthodes développées et utilisées afin de mettreen évidence la pression de sélection qui s’exerce sur le gène asp. Dans un premier
temps, nous avons mis en évidence la significativité de la présence et la conservation
de l’ORF ASP dans les séquences du groupe M à l’aide de simulations de séquences.
Nous avons ensuite testé les méthodes usuelles présentées précédemment afin d’étudier
l’évolution d’un gène, à savoir l’étude de la vitesse d’évolution, le calcul du ratio dN/dS et
l’utilisation du logiciel Synplot2. Nous avons ensuite développé de nouvelles méthodes.
La première, assez générale, analyse l’ensemble des sites non totalement contraints du
gène asp. Le principe consiste ici à observer si, au niveau de ces sites, pour lesquels
plusieurs acides aminés peuvent être codés, on retrouve une répartition homogène des
acides aminés ou si un acide aminé est majoritaire. Si le long de la séquence d’ASP, les
acides aminés sont très conservés notamment au niveau de ces sites non contraints, il
y aura alors un indice d’une pression de sélection. La seconde méthode analyse plus
précisément les codons starts et stops tout en prenant en compte le chevauchement
en phase -2 et la corrélation phylogénétique des séquences. Nous comparons alors le
nombre de mutations observées et attendues permettant l’apparition de codons stops,
sans modifier les acides aminés présents sur le gène env.
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3.1 Présence et conservation de l’ORF ASP par simulation
de séquences
L’ORF ASP est présent et conservé au niveau des séquences du groupe M. Cependant,
les contraintes de codage sont telles que ces observations pourraient être dues à la
conservation du gène env. Nous avons dans un premier temps utilisé des expériences
de simulations afin de montrer que ces observations ne pouvaient pas être dues au
hasard. Pour cela, nous avons calculé la probabilité d’observer un ORF de la taille d’ASP
dans une séquence codante, et notamment dans une séquence disposant des mêmes
propriétés que la séquence du gène env. Dans un second temps, nous avons mis en
évidence la significativité de la conservation de l’ORF ASP au sein des séquences du
groupe M.
3.1.1 Probabilité d’apparition de l’ORF ASP
Comme nous l’avons vu dans la partie 1.2.2.1, la phase -2 est l’une des phases de lecture
les plus favorables pour la présence d’un ORF chevauchant (présence d’un codon start
et absence de codons stops). Nous avons ici calculé la probabilité d’observer un ORF
d’au moins 150 codons, ce qui correspond à la limite que nous nous sommes fixée
pour la longueur de l’ORF ASP. Pour cela nous avons analysé les séquences du génome
humain, les séquences du génome du VIH-1, et plus particulièrement les séquences du
gène env.
Analyse du génome humain. Nous avons choisi d’analyser les séquences du génome
humain afin d’avoir un aperçu général de la probabilité d’observer un ORF. Pour cela,
nous avons analysé l’ensemble des gènes du génome humain qui disposent d’une taille
approximativement égale ou supérieure à la taille du gène env (2 571 nucléotides). Les
séquences de l’ensemble des gènes ont été récupérées à partir de la base de données
RefSeq "Reference Sequence" (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/). Cette base de
données fournit un ensemble complet, intégré et non redondant de séquences anno-
tées (génomiques, ARN et protéines). À partir du fichier multi-genbank, nous n’avons
récupéré que les CDS (Coding DNA Sequence) des gènes recherchés, c’est à dire les
parties codantes.
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Nous n’avons pris en compte que les séquences dont la longueur était au moins égale
à la longueur du gène env soit 2571 nucléotides avec une flexibilité de 60 nucléotides.
Suivant la taille de la séquence, nous avons analysé : soit la totalité de la séquence, soit
seulement une partie. Si la séquence disposait d’une longueur plus ou moins égale à
la longueur du gène env (+ ou - 60 nucléotides), nous avons analysé la totalité de la
séquence. Si la séquence était plus grande que le gène env, nous avons analysé, soit au
hasard une section de la séquence de la taille du gène env, soit lorsque cela était possible
un découpage en morceaux distinct de la sequence (séquences dont la longueur était au
moins égale au double de la longueur du gène env). Après avoir généré la phase -2 des
séquences nucléiques, nous avons recherché le nombre de séquences disposant d’un
ORF d’au moins 150 codons. Afin de prendre en compte le découpage au hasard des
séquences longues nous avons réalisés 500 analyses différences. Sur les 1477 séquences
obtenues, nous retrouvons en moyenne 270 séquences qui disposent au moins d’un
ORF de plus de 150 codons sur la phase -2, soit 18% des séquences qui disposent d’un
ORF sur la phase -2.
Comme nous l’avons vu dans la partie 1.2.2.1, la probabilité d’obtenir un ORF varie
en fonction du pourcentage de GC. Sur la phase +1, plus le pourcentage de GC est
fort, plus la fréquence de codon start augmente et la fréquence de codon stop sur la
phase -2 diminue. La probabilité d’observer un ORF semble donc plus élevée pour un
pourcentage de GC élevé. Nous avons alors réalisé une analyse comparative entre la
présence d’un ORF sur la phase -2 (d’au moins 150 codons) et le pourcentage de GC sur
la phase +1 des séquences du génome humain disponibles (cf Fig. 3.1). Nous observons
bien une augmentation de la fréquence des ORFs présents avec l’augmentation du
pourcentage de GC. En effet, pour un pourcentage de GC de 70%, nous observons plus
de 45% des séquences qui disposent d’un ORF chevauchant sur la phase -2. Les gènes
avec un fort pourcentage de GC disposent donc d’une forte probabilité de présence
de gènes chevauchants sur cette phase de lecture. Le pourcentage de GC du gène env
est de 41%, si l’on se fixe sur les observations réalisées sur le génome humain (cf Fig.
3.1), nous observons alors moins de 5% des séquences qui disposent d’un ORF de 150
codons qui sont vraisemblablement dû au hasard.
Analyse du génome du VIH-1. Nous avons ensuite analysé les séquences du génome
du VIH-1. On s’est alors demandé si tout au long du génome du VIH-1, un ORF chevau-
chant tel que l’ORF ASP pouvait apparaître par hasard (sur n’importe quelle phase de
lecture). Pour répondre à cette question, nous avons simulé 10 000 séquences de la taille
du génome du VIH-1 en se basant sur la longueur de la séquence de référence HXB2
soit 3 239 codons, et en utilisant l’usage du code du VIH-1 (www.kazusa.or.jp/codon/).
L’analyse a été réalisée 1000 fois afin d’améliorer sa robustesse. En considérant les cinq
phases de lecture, nous observons alors une probabilité de 38% d’observer un ORF che-
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vauchant d’au moins 150 codons (20% pour un ORF d’au moins 180 qui correspond à la
longueur d’ASP pour HXB2). La probabilité d’observer un ORF chevauchant sur l’une
des autres phases de lecture est donc relativement importante au niveau du génome du
VIH-1.
FIGURE 3.1 – Pourcentage de séquences disposant d’un ORF par rapport au pourcentage de
GC. En rouge est représenté le pourcentage de GC du gène env (41%) pour lequel 3%
des séquences disposent d’un ORF.
Analyse du gène env. Nous avons réalisé la même analyse en se focalisant sur le gène
env et sur la phase -2. Après avoir calculé l’usage du code du gène env (proportion
de chaque codon) à partir de l’ensemble des séquences disponibles dans notre jeu de
données, nous avons simulé 10 000 séquences de la taille du gène env, soit 856 codons.
Nous obtenons ici une probabilité d’environ 10% d’observer un ORF d’au moins 150
codons et de 3% d’observer un ORF de 180 codons.
D’après les observations réalisées ci-dessus, la probabilité pour que la présence de
l’ORF ASP soit due au hasard ne peut pas être rejetée. L’apparition peut être due à des
mutations entraînant la suppression d’un codon stop par exemple. Cependant au cours
de l’histoire évolutive on peut émettre l’hypothèse que sans pression de sélection pour
maintenir cet ORF il n’y aurait pas eu de conservation de celui-ci.
3.1.2 Conservation de l’ORF le long de la phylogénie
En considérant que l’ORF ASP est apparu par hasard à la racine du groupe M, nous nous
sommes alors demandé, si la conservation de celui-ci pouvait être due au hasard ? Pour
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répondre à cette question, nous avons simulé l’évolution du gène env le long d’une
phylogénie. Le principe de base est de supposer que l’ORF ASP était présent à la racine
de la phylogénie. Nous avons ensuite simulé l’évolution des séquences du gène env
(phase +1) en utilisant un modèle à codon le long de l’arbre phylogénétique et compté
le nombre de séquences au niveau des feuilles qui disposaient encore de l’ORF ASP.
L’utilisation d’un modèle à codon a permis de préserver l’usage du code du gène env.
La simulation des séquences demandant beaucoup de ressources, nous avons alors
sélectionné 350 séquences du gène env du groupe M qui ont été choisies au hasard,
avec au plus une séquence par individu. L’arbre phylognétique doit être enraciné pour
pouvoir réaliser les simulations, pour cela nous avons ajouté une séquence du groupe
SIVcpz_Ptt le plus proche du groupe M (GenBank identifiant = DQ373064). Dix échan-
tillons de 350 + 1 séquences ont ainsi été générés. Pour chaque échantillon, nous avons
estimé un arbre phylogénétique en utilisant le logiciel PhyML (GTR + FreeRate, 6 catégo-
ries de taux). Les longueurs de branches ont ensuite été ré-estimées en ne considérant
que la région de l’ORF ASP et en utilisant le logiciel CodonPhyML (Gil et al., 2013) à
l’aide d’un modèle à codon empirique (Kosiol et al., 2007) et de l’usage du code du gène
env. Après avoir enraciné l’arbre à l’aide de la séquence SIVcpz_Ptt, nous avons simulé
les séquences présentes au niveau des feuilles des arbres phylogénétiques en utilisant
le logiciel de simulation Alf (Dalquen et al., 2012). Celui-ci a permis l’utilisation de mo-
dèles à codons (mêmes options de modèle que CodonPhyML) ainsi que la spécification
d’une séquence présente à la racine de l’arbre. La séquences utilisée correspondait à la
région de asp du gène env de la séquence de référence HXB2.
Le long de la région ASP du gène env, nous retrouvons des particularités, tels que des
zones variables ou la région du RRE (contrainte de structure), qui sont indépendantes
de la pression s’exerçant sur l’ORF ASP mais qui ont un impact sur l’évolution du
gène env. Afin de prendre en considération ces spécificités entraînant des variations
de taux d’évolution, nous avons utilisé trois catégories différentes de taux d’évolution
correspondant à la région du RRE, aux régions variables V4 et V5 et aux différentes
régions restantes. Le taux d’évolution de chaque catégorie a été estimé en utilisant
les longueurs des arbres phylogénétiques estimés à partir des régions de chacune de
ces catégories par le logiciel CodonPhyML (mêmes options que précédemment). Ces
taux d’évolution ont ensuite été normalisés en prenant en considération la longueur
de chaque région par rapport à la longueur totale puis ont été donnés en paramètre
pour le lancement des simulations à l’aide du logiciel Alf. Enfin, nous avons calculé le
pourcentage de séquences qui disposaient de l’ORF ASP sur la phase -2 (longueur > 150
codons). Pour chaque échantillon, nous avons effectué 100 simulations soit 1 000 jeux
de données différents.
Le pourcentage maximal de séquences disposant toujours de l’ORF ASP (à travers 1.000
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jeux de données simulés) est égal à 67% et, en moyenne, l’ORF ASP est conservée
dans 42% de séquences seulement (écart type= 13%). Ces résultats sur un grand jeu de
données montrent qu’il existe une probabilité extrêmement faible que nos observations
sur la conservation de l’ORF ASP de 77% dans les séquences du groupe M soit dûe au
hasard. Ceci montre ainsi une pression de sélection qui tend à conserver l’ORF ASP.
Nous avons ensuite cherché à démontrer la présence d’une pression de sélection s’exer-
çant sur la protéine en analysant directement les séquences de notre alignement. Nous
avons alors testé les méthodes usuelles pour l’analyse de l’évolution de gènes que nous
avons présentées précédemment.
3.2 Analyses évolutives le long de la séquence du gène env
Afin de détecter un indice d’une pression de sélection au niveau de la région ASP nous
avons tout d’abord utilisé les méthodes standards permettant l’étude de l’évolution
d’un gène le long de sa séquence. Nous avons réalisé sur le long de la séquence du gène
fixe (gène env) : une estimation de la vitesse d’évolution, une estimation du ratio dN/dS
et une analyse de l’usage du code à l’aide du logiciel Synplot2.
La plupart des modèles mathématiques montrent que la présence de chevauchement de
gène augmente la stabilité du génome et par conséquent diminue la vitesse d’évolution.
Nous devrions alors observer une diminution de la vitesse d’évolution au niveau de la
région ASP. Pour le ratio dN/dS, le chevauchement de gènes peut entraîner une forte
diminution du nombre de mutations synonymes. En effet une mutation synonyme pour
un gène est généralement non synonyme pour l’autre gène. En supposant que les gènes
sont sous pression de sélection purificatrice, comme cela est courant avec la plupart
des gènes, alors nous devrions observer une augmentation du ratio dN/dS au niveau
de la région chevauchante du gène de référence (par exemple, env). Enfin, le logiciel
Synplot2 (Firth, 2014) analyse des alignements multiples de séquences codant pour une
protéine afin d’identifier les régions où il existe une réduction statistiquement signifi-
cative du degré de variabilité des codons au niveau des sites synonymes. La présence
d’une région importante disposant d’une forte réduction peut alors correspondre à un
chevauchement de gènes et indique une pression de sélection s’exerçant sur le gène
chevauchant détecté.
Pour estimer la vitesse d’évolution des sites nucléiques du gène env, nous avons utilisé
le logiciel PhyML (Freerate, Γ8). Dix échantillons de 500 séquences ont été construits à
partir de séquences ayant été tirées au hasard au sein de notre alignement multiple nu-
cléique du gène env (groupe M), avec au plus une séquence par individu. Une moyenne
de l’ensemble des résultats a ensuite été calculée.
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Pour estimer le ratio dN/dS des codons du gène env, nous avons utilisé la suite de logicel
PAML (Yang, 2007). Nous avons testé les modèles M7 et M8 . Pour le modèle M7, nous
obtenons un score de vraisemblance de -46788.48. Pour le modèle M8, nous obtenons
un score de vraisemblance de -45670.32, soit un LRT= 2 (-45670.32-(-46788.48))=2236,32
très supérieur au χ2 à 5% (2 degrés de liberté, χ2 (5%) = 5.99)). Il existe donc des sites
sous pression de sélection positive au sein de la séquence du gène env. Ces sites corres-
pondent notamment aux zones variables V1 à V5. Trente échantillons de 100 séquences
ont été construits à partir de séquences tirées au hasard à partir de l’alignement mul-
tiple nucléique du gène env (groupe M), avec au plus une séquence par individu. Une
moyenne de l’ensemble des résultats obtenus à l’aide du modèle M8 a ensuite été
calculée.
Enfin, le logiciel Synplot2 a été lancé avec l’alignement multiple nucléique du gène env
(groupe M) avec au plus une séquence par individu. L’arbre phylogénétique utilisé par
le logiciel a été estimé au préalable par le logiciel FastTree2 avec un modèle GTR + CAT.
Les résultats de ces trois approches sont présentés sur la figure 3.2.
Si nous observons la vitesse d’évolution, nous retrouvons dans la région ASP deux
pics disposant d’une vitesse d’évolution très forte. Ces pics correspondent aux régions
variables V4 (taux maximum = 6.0) et V5 (taux maximum = 3.0). Ils sont suivis par une
région disposant d’une vitesse d’évolution très lente qui correspond à la région du RRE.
Dans la région Env-ASP (régions en dehors de la région ASP), nous observons clairement
les autres régions variables (V1, V2 et V3). Cependant, globalement nous ne détectons
pas de différence de vitesse d’évolution au niveau de la région de asp. La moyenne des
taux d’évolution par site est de 1,3 dans la région ASP contre 0,9 dans la région Env-ASP.
Nous observons une forte corrélation entre le ratio dN/dS et la vitesse d’évolution. Cette
corrélation s’explique par le fait que les mutations synonymes sont majoritairement
neutres, et relativement stables le long de la séquence. Lorsque une région est sous
pression de sélection positive, c’est en majorité le dN qui augmente et non une chute
du dS, ce qui entraîne également une augmentation de la vitesse d’évolution. Lors de la
présence d’un chevauchement de gène, nous pouvons nous attendre à une forte baisse
du dS, entraînant une augmentation du dN/dS et une baisse de la vitesse d’évolution.
La corrélation devrait alors être moins forte au niveau de la région chevauchante. Or ici
la corrélation reste stable tout au long de la séquence. Nous n’observons pas différence
entre le ratio dN/dS moyen dans la région ASP (0.9) et dans la région Env-ASP (0.8).
Enfin le logiciel Synplot2 fournit un signal clair pour les gènes chevauchants dans le brin
sens (vpu, tat et rev) ainsi que pour le RRE (obéissant à des contraintes structurelles, ce
qui peut limiter l’usage des codons). Cependant, comme avec les autres méthodes, le
gène asp n’est pas détecté.
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FIGURE 3.2 – Analyse de l’évolution du gène le long de la séquence.. Fenêtre glissante de 20 co-
dons sur la moyenne de la vitesse d’évolution (noir) et du dN/dS (rouge). Résultat du
logiciel Synplot2 (bleu) avec une fenêtre glissante de 100 codons.
L’ensemble des méthodes usuelles mettent en évidence au niveau de la région ASP la
contrainte du RRE, cependant nous n’observons pas de signal permettant la détection
d’un ORF chevauchant fonctionnel au niveau de la région ASP. La présence de zones
variables peut biaiser les résultats en entraînant une augmentation du nombre de
mutations synonymes et non synonymes. De plus, la correspondance des troisièmes
bases des codons due au chevauchement sur la phase -2 rend la détection d’une pression
de sélection complexe. Comme nous l’avons vu précédemment, un chevauchement
de gène entraîne généralement une diminution de la proportion de sites synonymes
et une augmentation du nombre de mutations non synonymes. Or, les mutations
synonymes sont en très grande majorité situées sur la troisième positions des codons.
Ces troisième positions de chaque codons étant en vis à vis sur la phase -2, il y a alors peu
de contraintes entraînant une diminution de la proportion de mutations synonymes ou
une augmentation de la proportion de mutations non synonymes.
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Nous avons donc développé de nouvelles méthodes afin de détecter une pression de
sélection spécifique à l’étude de la phase -2. Nous présentons maintenant deux des
méthodes développées.
3.3 Analyse des mutations synonymes pour le gène env
Nous proposons ici une méthode originale, qui se base sur les contraintes imposées
par le code génétique. Notre hypothèse est la suivante : nous détectons une pression de
sélection lorsque la séquence du gène env autorise plusieurs possibilités pour le codage
des acides aminés d’ASP (mutations synonymes sur env et non synonymes sur asp),
mais où seulement une partie de ces possibilités (un des acides aminés possibles) est
observée.
Pour les analyses qui suivent, nous allons considérer les codons du gène env comme
codons de référence et codons conditions, et le codon en vis à vis sur asp comme codon
induit (cf. Fig. 3.3). Le codon de référence va déterminer l’essentiel du codon induit sur
l’antisens ; dans certain cas cette détermination dépendra du codon condition.
De la même façon nous pouvons définir les acides aminés codés par ces codons comme
acides aminés de référence, acides aminés conditions et acides aminés induits.
FIGURE 3.3 – Schéma représentant les codons en sens et en antisens.
Du fait du chevauchement des positions 1 et 2, l’acide aminé induit sera dans la majorité
des cas totalement contraint à un seul acide aminé possible. Par exemple, si l’acide
aminé de référence est une Alanine (Ala, A), alors l’acide aminé induit sera nécessaire-
ment une Alanine. Si l’acide aminé de référence est une Proline (Pro,P), alors l’acide
aminé induit sera une Glycine (Gly, G).
Parfois le choix sera également limité en fonction de l’acide aminé condition. Par
exemple lorsque les acides aminés de condition et de référence sont des Cystéines
(Cys, C), alors le l’acide aminé induit sera nécessairement une Glutamine (Gln, Q).
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Dans d’autres cas, il peut y avoir plusieurs choix (2 ou 3, jamais plus), et ceux-ci dé-
pendent toujours de l’acide aminé condition. Par exemple, lorsque les acides aminés
de condition et de référence sont respectivement une Isoleucine (Ile, I) suivie d’une
Cystéine (Cys, C), alors l’acide aminé induit est une Glutamine (Gln, Q) ou une Histidine
(His, H). Un cas important est celui du codon stop ; par exemple lorsque les acides
aminés de condition et de référence sont respectivement une Cystéine et une Tyrosine,
alors "l’acide aminé" induit est obligatoirement un stop. Ceci implique que le motif
Cystéine-Tyrosine en sens est impossible dès lors qu’il y a en vis-à-vis d’un gène che-
vauchant en phase -2. Lorsque les acides aminés de condition et de référence sont
respectivement une Alanine suivie d’une Tyrosine, alors l’acide aminé induit peut être
un codon stop ou une Tyrosine.
Pour résumer trois scénarios sont possibles :
1. Acide aminé de référence → 1 seul acide aminé induit possible (ici l’acide aminé
condition n’importe pas)
2. Acide aminé condition + Acide aminé de référence → 1 seul acide aminé induit
possible
3. Acide aminé condition + Acide aminé de référence → Plusieurs acides aminés
induits possibles
Le codon stop est codé par les codons {taa, tag} et {tga}, nous devons alors distinguer
les deux cas. De même, nous devons distinguer plusieurs cas pour les acides aminés
Leucine, Arginine et Sérine, qui sont chacun codés par plusieurs combinaisons de
nucléotides en positions 1 et 2 du codon. À l’inverse tous les autres acides aminés sont
codés par une combinaison unique sur les positions 1 et 2. Si nous résonnons en terme
d’acides aminés conditions, références et induits, nous avons ainsi 20+3=23 possibilités
pour les acides aminés conditions et références. En effet, on suppose que le brin sens ne
contient pas de codons stops. Au niveau de l’acide aminé induit 20+3+2=25 possibilités
sont possibles (20+3 acides aminés et 2 types de codons stops différents).
Pour détecter la pression de sélection, on se base sur les cas où il existe plusieurs possi-
bilités pour l’acide aminé induit. La liste de l’ensemble des binômes d’acides aminés
(condition + référence) possibles et des acides aminés induits a alors été réalisées. La
première étape de l’analyse a consisté à scanner l’alignement protéique de séquence
dans le sens de la phase +1 et à observer pour chaque site le binôme d’acides aminés
rencontré et l’acide aminé induit. Nous avons ensuite regardé dans quelle mesure, une
seule possibilité est retenue alors qu’il y a un choix multiple. Pour les sites du codon
start et les choix qui incluent des codons stops, la mesure a été orientée respectivement
vers une présence/absence de ces choix.
Par exemple, pour un site donné, il pouvait exister un choix multiple sur la phase -2,
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entre les acides aminées Glutamine (Glu, Q) et Histidine (His, H). Si la proportion entre
ces acides aminés est de 95% de Q et 5% de H, l’indice mesuré pour ce choix à cette
position était de 95%. Si le choix possible est entre un codon stop et les acides aminés
Cystéines et Tryptophanes, nous avons mesuré la proportion de séquences dépourvues
du codon stop.
Pour chaque site et chaque choix, nous avons ensuite comparé les indices dans le
groupe M et les groupes non M. Afin de comparer les résultats entre les deux groupes, il
fallait que la distribution des distances entre les séquences du groupe M et non M (le
groupe O dans cette étude) soit comparable. Pour cela nous estimons à l’aide du logiciel
DNADIST (Felsenstein, 2005), les distances évolutives paires à paires entre les séquences
pour le groupe M et pour le groupe O (groupe le plus similaire au groupe M en terme
de distance intra-groupe). Le modèle F84 avec une loi gamma de 1 et un paramètre
kappa= 2.077 est utilisé pour l’analyse. Ce ratio kappa (taux de transition/transversion)
a été estimé à l’aide du logiciel Phyml en se basant sur un arbre phylogénétique de 100
séquences du gène env (GTR, Γ4).
L’étape suivante a consisté à réaliser deux échantillons ayant des distances phylogéné-
tiques proches. Pour cela, nous avons calculé un score prenant en compte la somme des
différences au carré de la fréquence de chaque classe de la distribution des distances
phylogénétiques de chaque groupe, discrétisées en 20 classes différentes.
Scor e =
20
∑
x=1
(di st M(x)−di stnonM(x))2 (3.1)
avec di st M(x) et di stnonM(x) la fréquence des distances évolutives présentent dans
la classe x.
Nous avons ensuite choisi une séquence au hasard à supprimer parmi les séquences du
groupe M. Si la suppression de cette séquence améliorait le score de plus de 0.000001
nous avons supprimé cette séquence de l’analyse, sinon nous l’avons gardé. Cette étape
a été réitérée jusqu’à l’obtention d’un score égal à 0.001. Nous avons ainsi obtenu des
échantillons de séquences disposant d’une distribution de distances proches (cf. fig.
3.4). Cinq échantillons sont réalisés avec près de 2 000 séquences pour le groupe M et
les 52 séquences disponibles pour le groupe O.
Après comptage pour chaque site des différents choix possibles, nous n’avons intégré
à notre analyse que les choix possédant un total d’au moins 100 éléments pour le
groupe M et 10 pour le groupe O. Un test de proportion (Z-score) est également effectué
afin de ne garder que les résultats dont la proportion de l’acide aminé majoritaire est
significativement différente (p-value <5%) entre les deux groupes.
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FIGURE 3.4 – Distribution des distances évolutives du groupe M et O avant A) et après B) sélec-
tion des séquences du groupe M.
Plus le score moyen observé est proche de 1 plus la pression de sélection est forte. Des
tests de Wilcoxon ont ensuite été réalisés afin d’obtenir une p-value pour évaluer la
différence entre les différents échantillons. Les sites analysés étant les mêmes pour
la région ASP du groupe M et du groupe O, nous avons utilisé un test appareillé pour
comparer ces deux groupes. Ce même test a été réalisé pour la comparaison entre la
région Env-ASP du groupe M et O. Quant à la comparaison des régions ASP et Env-ASP
(régions de part et d’autre de la région ASP) les sites étant indépendant nous avons
réalisé un test non appareillé. Nous obtenons les résultats présentés dans la figure 3.5.
Nous observons une différence très significative entre la région ASP du groupe M et du
groupe O (P-value=0.02) ainsi qu’entre la région ASP et la région Env-ASP du groupe
M (P-value=0.01). Cette différence n’est pas présente entre les régions Env-ASP des
groupes M et O (Score respectivement de 0.78 et 0.79, P-value=1), ni entre les régions
ASP et Env-ASP du groupe O (P-value =0.9). La méthode appliquée ici a donc permis de
mettre en évidence une pression exercée par la protéine ASP.
Cependant, cette méthode implique la réalisation de plusieurs tests imbriqués qui
peuvent influencer les résultats. En effet, après sélection des séquences du groupe
M, nous avons réalisé un test de proportion puis un test de Wilcoxon. De plus, les
contraintes étant très fortes, la mesure n’est réalisée que sur peu de sites (environ une
dizaine de sites suivant les échantillons pour la région ASP). De plus, la majorité de ces
sites concernent des choix impliquant un codon stop. Ensuite, le score obtenu est très
dépendant de l’échantillonnage réalisé. En effet, suivant la distribution des distances
phylogénétiques dans l’échantillon nous obtenons des résultats différents. Enfin, la
corrélation phylogénétique entre les séquences n’est pas prise en considération.
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FIGURE 3.5 – Résultat de la méthode sur les sites synonyme. Score moyen et comparaison entre
les résultats obtenus pour la régions ASP du groupe M avec le groupe O, ainsi que
la région Env-ASP du groupe M. Dans les deux cas nous observons une différence
significative. Le score correspond à la proportion des acides aminés majoritaires
lorsque plusieurs acides aminés sont possibles sur la phase -2.
Nous avons alors développé une méthode reprenant certains outils statistiques de la
méthode de Firth (Firth, 2014) prenant en compte cette corrélation phylogénétique
mais en se focalisant sur les codons starts et stops. Nous avons décrit cette méthode au
sein de l’article publié dans la revue PNAS "Concomitant Emergence of the AntiSense
Protein Gene of HIV-1 and of the Pandemic" joint en annexe.
3.4 Méthode basée sur l’analyse des codons starts et stops
L’un des éléments de base qui caractérise un gène codant est la présence d’un codon
start et l’absence de codon stop le long de la séquence. Nous nous sommes donc
focalisé sur ce point fondamental. On s’est alors demandé si la présence d’un codon
start et l’absence de codon stop le long de la séquence du gène pouvaient être expliquée
seulement par les contraintes induites par le chevauchement ou si ces observations
étaient induites par une pression de sélection s’exerçant sur la protéine ASP.
3.4.1 Le codon start
Afin de répondre à cette question, nous avons dans un premier temps analysé les
particularités du codon start au niveau de la phase -2 d’un gène fixé. Le codon start
correspond au codon (atg) ; la présence de ce codon sur la phase -2 implique donc sur
la phase +1 la présence des codons xxc et atx ( où xxc signifie n’importe quel codon qui
se termine par une cytosine c) (cf. Fig. 3.6).
Une mutation sur la troisième position du codon condition sur le gène "fixe" entraîne la
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disparition du codon start. Or si nous considérons le code génétique présenté dans la
table 3.1 une mutation d’une cystéine C (en rouge sur la table) vers un thymine T (en
vert sur la table) sur la troisième position d’un codon est toujours synonyme. Par ailleurs
sur la phase -2, nous passons d’un codon start (codant également une Méthionine
(Met)) à un codon codant une Isoleucine (Ile) (cf. Fig. 3.6). Le codon start présent au
sein des séquences du groupe M ne semble donc pas contraint par le codage du gène
env.
mutation
xxc      xxt
toujours synonyme
codon
condition
xxc atx +1
   g ta   -2
   Start
xxt atx +1
   a ta   -2
    Ile
codon 
référence
codon
condition
codon 
référence
FIGURE 3.6 – Représentation schématique de la perte ou du gain du codon start. La mutation
de la troisième base du codon condition faisant passer d’un c (cystéine) vers un t
(thymine) et inversement est toujours synonyme. Elle entraîne au niveau de la phase
-2 la perte possible du codon start au profit d’un codon codant l’isoleucine (Ile)
Au niveau de la séquence du gène env, il faut cependant faire attention à la présence du
RRE pouvant contraindre la séquence et ainsi induire la conservation du codon start.
En effet, si nous analysons la structure du RRE prédite par Fernandes et al. (2012) , le
codon start est situé au niveau de la fin de la boucle V (cf. Fig. 3.7). Nous observons une
liaison au niveau de la cytosine (c) du codon condition du gène env formant le début
d’une tige. Le site de la mutation semble donc être contraint. Cependant, le maintien de
la structure après cette mutation, impliquant la disparition du codon Start, est possible
en réalisant une seconde mutation sur la base située en vis-à-vis (guanine, G). En effet
cette seconde mutation est également synonyme pour le gène env, faisant passer d’un
codon CAG à un codon CAA codant la Glutamine (Gln).
Ce motif sans codon start (cf. fig. 3.7 B) correspond au motif que l’on retrouve dans les
séquences du groupe O. La structure du RRE crée donc une contrainte qui peut expli-
quer la conservation du codon Start ; cependant cette contrainte peut être facilement
dépassée.
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TABLE 3.1 – Code génétique. En vert sont représentés les codons terminant par un T, en rouge
les codons terminant par un C. Les codons vert/rouge disposant des deux premières
positions identiques codent pour le même acide aminé.
T C A G
T TTT Phe (F) TCT Ser (S) TAT Tyr (Y) TGT Cys (C)
TTC TCC TAC TGC
TTA Leu (L) TCA TAA stop TGA stop
TTG TCG TAG stop TGG Trp (W)
C CTT Leu (L) CCT Pro (P) CAT His (H) CGT Arg (R)
CTC CCC CAC CGC
CTA CCA CAA Gln (Q) CGA
CTG CCG CAG CGG
A ATT Ile (I) ACT Thr (T) AAT Asn (N) AGT Ser (S)
ATC ACC AAC AGC
ATA ACA AAA Lys (K) AGA Arg (R)
ATG Met (M) ACG AAG AGG
G GTT Val (V) GCT Ala (A) GAT Asp (D) GGT Gly (G)
GTC GCC GAC GGC
GTA GCA GAA Glu (E) GGA
GTG GCG GAG GGG
Nous avons constaté (cf. fig. 2.6) que le codon start est très fréquent (97 % sur l’ali-
gnement pondéré) parmi les séquences du groupe M du VIH-1. Ceci est donc une
première indication de la pression de sélection agissant sur le gène asp du groupe M.
On ne retrouve pas cette pression de sélection au niveau des séquences non M, où
le codon start est présent dans seulement 38 % des séquences. En d’autres termes, la
forte conservation du codon start est vraisemblablement attribuable à une pression de
sélection s’exerçant afin de maintenir l’ORF ASP, et non à une autre cause (par exemple,
les contraintes structurelles associées au RRE), ce qui aurait un impact à la fois sur les
séquences du groupe M et non M.
De plus, environ 90 % des séquences du groupe A (240 individus) disposant d’un codon
stop précoce, disposent d’un codon start alternatif (méthionine) (cf. Fig. 2.7). Or, nous
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n’observons que très peu de séquences (seulement 4.5% des séquences) qui disposent
de ce codon start parmi les séquences sans codon stop précoce. Ceci est donc un
autre indice de la pression de sélection s’exerçant pour maintenir l’ORF ASP agissant
spécifiquement sur le sous-type A (et certains recombinants du groupe A). L’apparition
du codon stop précoce a donc très probablement entraîné l’apparition du codon start
alternatif.
FIGURE 3.7 – Représentation schématique de la boucle V du RRE A) Codon start présent ; B) Co-
don start absent. La mutation qui entraîne la disparition du codon start est possible
par la réalisation d’une seconde mutation synonymes permettant le maintient de la
structure du RRE. Des séquences du groupe O suivent cette caractéristique à savoir
pas de codon Start et un codon CAA
3.4.2 Les codons stops (potentiels et imposés)
Pour le codon stop nous avons utilisé le même type de raisonnement, mais au lieu
d’observer la possibilité de disparition du codon nous observons ici la possibilité d’ap-
parition des codons stops dans la séquence.
1) Codons stops imposés. Certains codons stops sont imposés par la séquence du
gène env. C’est par exemple le cas du codon stop terminal, qui ne peut pas disparaître
sans modifier la séquence du gène env. Comme pour les analyses précédentes nous
allons ici considérer les codons du gène env comme codon de référence et codon
condition et le codon en vis à vis sur ASP comme codon induit (cf. Fig. 3.3). Le codon de
référence est nécessaire à la présence du codon stop. Le codon condition, détermine
quant à lui sa présence ou son absence.
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Si l’on considère les codons stops tag et taa, les codons conditions et de référence au
niveau du gène env sont respectivement xxt/c et tax codant pour une Tyrosine (Y) ou un
codon stop (cf.fig. 3.8).
Les codons stops ne pouvant pas être présents dans un gène codant, nous considérons
que nous ne pouvons pas les retrouver au sein du gène env. Au niveau du codon condi-
tion, certains acides aminés n’étant codés que par deux codons (xxt/xxc ou xxa/xxg),
aucune mutation synonyme ne sera possible pour ces acides aminés. Dans ces condi-
tions le codon stop sera donc imposé. Ces codons sont référencés dans le tableau 3.2.
   c
xxt  tax  +1
   a  at    -2
   g
codon 
condition
codon 
référence
codon
stop
induit
FIGURE 3.8 – Schéma représentant les codons stops imposés.
TABLE 3.2 – Tableau référençant les codons entraînant un codon stop TAA ou TAG imposé sur
le gène asp. *Pour la Serine une mutation des 3 bases permettrait une disparition du
codon stop (exemple : AGT (Ser) => TCA (Ser)).
Condition Ref Induit
TTT/C (Phe) TAT/C (Tyr) TAA/G
TAT/C (Tyr) TAT/C (Tyr) TAA/G
TGT/C (Cys) TAT/C (Tyr) TAA/G
CAT/C (His) TAT/C (Tyr) TAA/G
AAT/C (Asn) TAT/C (Tyr) TAA/G
GAT/C (Asp) TAT/C (Tyr) TAA/G
AGT/C (Ser)* TAT/C (Tyr) TAA/G
Dans le cas de l’ORF ASP le codon stop terminal imposé est induit par la succession
d’une Phenylalanine et d’une Tyrosine conservé dans près de 99% des séquences. Ceci
explique pourquoi presque 99% des séquences disposent du codon stop terminal, même
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lorsque ces séquences n’ont pas l’ORF ASP. Pour le codon stop TGA, une mutation sur
le codon condition est toujours réalisable (mutation T=>C toujours synonyme sur la
3eme position). Il ne peut donc pas y avoir de codon stop TGA imposé.
Codons stops potentiels. Certains codons stops peuvent quant à eux apparaître et
disparaître dans l’ORF ASP sans modifier la séquence de la protéine Env. Nous avons
alors appelé ces codons des codons stops "potentiels", c’est à dire des codons qui
peuvent muter en codons stops à l’aide d’une mutation synonyme pour le gène env.
Cette mutation touche alors la troisième position du codon condition du gène env.
La liste de l’ensemble des binômes de codons (condition + référence) et mutations
permettant l’apparition d’un codon stop est disponible en annexe ( Annexe D).
Afin de vérifier que l’absence de codons stops n’est pas seulement due aux contraintes
de codage du gène env, nous avons vérifié pour chaque position de la séquence la
présence de codon stop potentiel. La figure 3.9 représente, le long de la séquence d’ASP,
le pourcentage de séquences dans le groupe M et dans les groupes non M ( N, O, P,
SIVcpz, SIVgor) disposant d’un codon stop existant (barres rouges), et le pourcentage de
séquences qui possèdent un site avec une apparition possible d’un codon stop, soit un
codon stop potentiel (barres bleues).
Pour le groupe M comme pour le groupe non M, nous observons une région où les
codons stops potentiels sont très conservés. Cette région correspond à la région du
RRE entraînant de forte contraintes structurelles. Les sites suivants sur la séquence,
notamment pour le groupe M sont relativement peu conservés (conservation à moins
de 50%). Ceci s’explique par le fait qu’ils sont situés au niveau des régions variables V5
et V4.
Pour 11 sites, nous observons des codons stops potentiels dans plus de 10% des sé-
quences du groupe M. Nous ne retrouvons des codons stops présents au niveau de ces
sites qu’en moyenne dans 0,5% de séquences (sans tenir compte du sous type A et des
séquences recombinantes A disposant d’un codon stop précoce). De plus, pour 7 de
ces sites (marqués sur la Fig. 3.9), les codons stops sont effectivement observés dans les
séquences des groupes non M. Lorsque nous ne prenons pas en considération la région
du RRE, imposant clairement de fortes contraintes structurelles, 5 de ces 7 sites restent,
avec respectivement (en moyenne) moins de 0,7% et plus de 23 % de codons stops dans
le groupe M et dans les groupes non M.
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FIGURE 3.9 – Pourcentage des codons stops potentiels (bleu) et existants (rouge) dans la région
ASP. La région grisée correspond à la région du RRE. Sur la panel supérieur, on
retrouve les séquences du groupe M et sur le panel inférieur les séquences non M. Le
codon stop conservé dans 14.5% des séquences du groupe M est caractéristique des
séquences du sous-type A et des recombinants A. Les sites étiquetés disposent d’un
codon stop potentiel dans plus de 10% des séquences du groupe M et des codons
stops présents dans les séquences des groupes non M.
Nous observons donc ici un second fort indice d’une pression de sélection s’exerçant
afin de maintenir le gène asp. Des codons stops pourraient apparaître et ne sont pas
présent dans les séquences du groupe M. À l’inverse ces mêmes codons sont bien
présents au sein des séquences des groupes non M. Afin de vérifier la significativité
statistique de cette observation, nous avons développé une méthode s’inspirant de la
méthode développée par Firth (Firth, 2014).
3.4.3 Méthode développée
Le principe de base de cette méthode consiste à compter le nombre de mutations
synonymes sur le gène fixé (i.e le gène env) entraînant l’apparition d’un codon stop
sur la phase -2, et à vérifier si ce nombre est significativement inférieur au nombre de
mutations attendues. Notre méthode se concentre donc sur le phase -2, et sur les sites
synonymes correspondant à un codon stop potentiel.
Pour une paire de séquence, nous analysons l’ensemble des sites synonymes pour
lesquels, dans la première séquence nous retrouvons un codon stop potentiel. Pour
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chaque site, nous comparons le nombre de codons stops présents dans la deuxième
séquence (0 ou 1) et le nombre attendu de codons stops en émettant l’hypothèse que la
séquence du gène env évolue sans pression de sélection selon le modèle de substitution
HKY (cf. partie 1.1.2.1).
Pour rappel la matrice de substitution HKY utilise le paramètre κ. Nous avons estimé ce
paramètre κ par la formule suivante :
κ=
t s
t v
∗
πAπC +πAπT +πGπC +πGπT
πAπG +πCπT
(3.2)
avec
t s
t v
correspondant au ratio transitions observées/transversions observées et πx
correspondant à la fréquence de chaque nucléotide.
Le taux de transitions/transversions (ts/tv), ainsi que la proportion de chaque nucléotide
ont été calculés directement à partir de l’alignement. Les mutations synonymes au
niveau des codons stops potentiels ne touchent que les troisièmes positions des codons.
Nous n’avons alors pris en considération dans notre modèle que les troisièmes positions
des codons du gène fixe qui codent pour un même acide aminé entre les deux séquences
de la paire de séquences. Par exemple considérons les séquences suivantes :
Met Leu Ala Pro Tyr Gln Ile Asn
Seq 1 : ATG TTA GCA CCA TAC CAA ATA AAT
Seq 2 : ATG TTT GCC CCG TAC CGA ATA AAC
Met Phe Ala Pro Tyr Arg Ile Asn
Les sites en rouges sont pris en considération pour les décomptes. Chaque paire de
séquences a été scannée jusqu’à obtenir un décompte sur l’ensemble des séquences. Le
paramètre de normalisation µ (cf. chap 1.1.2) a pu être obtenu par la formule 3.3.
µ= 2πAπC +2πAπT +2πGπC +2πGπT +2πAπGκ+2πCπTκ (3.3)
Pour chaque paire de séquences, nous avons ensuite estimé la distance évolutive "δ" sur
la troisième position des codons synonymes à l’aide du logiciel DNADIST (Felsenstein,
2005) (modèle F84, Gamma=1) en précisant le taux de transition / transversion ainsi
que la proportion de chaque nucléotide qui ont été calculés précédemment.
Enfin nous pouvons calculer le nombre de mutations attendues à l’aide de la matrice
HKY. Nous obtenons alors les valeurs suivantes :
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nAT = 1µπTδ
nAC = 1µπCδ
nAG = 1µπGκδ
nT A = 1µπAδ
nTG = 1µπGδ
nTC = 1µπCκδ
nC A = 1µπAδ
nC T = 1µπTκδ
nCG = 1µπGδ
nG A = 1µπAκδ
nGT = 1µπTδ
nGC = 1µπCδ
Nous avons ensuite estimé pour chaque site correspondant à un codon stop potentiel, le
nombre de mutations attendues entraînant l’apparition d’un codon stop sur la phase -2
de la séquence 2. Ce nombre a été comparé au nombre observé de codons stop dans la
séquence 2. Ceci forme la statistique que nous avons utilisé pour évaluer la significativité
des codons stops potentiels. La figure 3.10 présente un exemple de comptage au niveau
du codon stop potentiel (CCA TAT) de la séquence 1 présentée précédemment.
Seq 1    ....... cca tat ....... +1
Seq 2    ....... ccc tat ....... +1
Pro Tyr
Seq 1    .......    tat   ....... -2
Tyr
Seq 2    .......    tag   ....... -2
Stop
Nombre observé = +1
Nombre attendu = +(nAC + nAT)
FIGURE 3.10 – Schéma explicatif sur le comptage du nombre de codons stops attendus et ob-
servés. Sur la séquence 1, on détecte un site correspondant à un stop potentiel.
La séquence 2 code bien pour les mêmes acides aminés à savoir une proline sui-
vie d’une tyrosine. On observe entre les deux séquences une mutation entraînant
l’apparition du codon stop sur la phase -2. Le nombre de mutations observées est
donc de 1. Les mutations permettant l’apparition d’un codon stop à partir de la
1er séquence sont : A->C ou A->T. Le nombre de mutations attendues est donc égal
à la somme du nombre de mutations attendues passant de A vers C et de A vers T.
En supposant qu’il n’y a pas de pression de sélection s’exerçant sur l’ORF ASP, le nombre
de mutations entraînant l’apparition de codons stops observés et le nombre attendu
devraient être très proches. À l’inverse, en supposant que la protéine ASP impose une
certaine pression de sélection, le nombre de mutations entraînant l’apparition de
codons stops attendues devrait être significativement plus grand que le nombre observé
(devant être proche de 0). Le nombre de mutations attendues suit ici une loi de Poisson.
Or on sait que l’espérance de la statistique (le nombre attendu) est égale à sa variance.
On dispose donc pour chaque site analysé du nombre de mutations observées (0 ou 1),
du nombre de mutations attendues et de la variance (égale à l’attendu).
Afin de sélectionner la liste des paires de séquences qui sont analysées, nous avons
utilisé un arbre phylogénétique non enraciné contenant toutes les séquences de l’aligne-
ment nucléique multiple (sens du gène env) en se limitant à une séquence par individu
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pour le groupe M et en utilisant l’ensemble des séquences disponibles pour les groupes
non-M (3 855 séquences groupe M, 76 séquences groupes non-M). Nous avons ensuite
réalisé le tour de l’arbre phylogénétique afin de former les paires de séquences par
voisinage (cf. Fig. 3.11).
FIGURE 3.11 – Création des paires de séquences. Afin de créer des paires de séquences, la méthode
tourne autour de l’arbre phylogénétique et assemble les séquences voisines. Chaque
séquence apparaît ainsi deux fois.
Cette procédure développée par Firth (2014) est utilisée pour rendre compte de la corré-
lation phylogénétique des séquences ; comme chaque branche de l’arbre est parcourue
deux fois, nous avons alors multiplié par 2 la variance calculée. Ceci permet de prendre
en considération la dépendance des séquences dans le pire des cas. Nous avons ensuite
réalisé la somme de nos statistiques sur tous les sites et toutes les paires de séquences
de l’arbre. Puis nous avons calculé un Z-score (cf. équation 3.4) à partir duquel une
p-valeur est calculée. Un Z-score positif signifie qu’il y a moins de mutations observées
entraînant l’apparition d’un codon stop que de mutations attendues en supposant
l’absence d’une pression de sélection sur la protéine ASP. Inversement, le Z-score est
négatif lorsqu’il y a plus de mutations observées entraînant l’apparition d’un codon
stop que de mutations attendues.
Z =
#At tendu −#Obser vé
p
2∗ var i ance
(3.4)
Z < 0 Z > 0
Attendu < Observé Attendu > Observé
Pour résumer les différentes étapes de la méthode sont les suivantes :
1. Réaliser des paires de séquences en tournant autour d’un arbre phylogénétique
basé sur l’alignement nucléique de séquences à analyser
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2. Estimer les paramètres du modèle (ts/tv, fréquence de chaque nucléotide, µ) à
partir des troisièmes positions des codons synonymes pour Env
3. Pour chaque paire de séquences, estimer la distance évolutive entre celles-ci en
ne prenant en considération que les troisièmes positions des codons synonymes
pour Env
4. Pour chaque paire de séquences, calculer le nombre de mutations observées et
de mutations attendues permettant l’apparition d’un codon stop au niveau de
chaque site correspondant à un codon stop potentiel pour une région donnée.
5. Calculer la valeur du Z-score et de la p-value associée en sommant l’ensemble
des statistiques estimées sur tous les sites et toutes les paires de séquences.
L’analyse a été réalisée en parallèle sur les séquences du groupe M et non M afin de
pouvoir comparer les résultats. Différentes régions le long de la séquence ont également
été prises en considération. Nous avons comparé la région Env-ASP et la région ASP (cf.
Fig. 3.12). Au sein de la région ASP, une analyse en excluant la région du RRE a également
été réalisée afin de vérifier si les résultats obtenus n’étaient pas seulement induits par la
contrainte structurelle. Nous avons également vérifié la robustesse du test en réalisant
10 réplicats pour chacun des groupes et régions. Pour chaque réplicat des rotations au
sein de l’arbre phylogénétique ont été réalisées modifiant ainsi les paires de séquences
analysées.
FIGURE 3.12 – Représentation des différentes régions de la séquence.
Pour les séquences du groupe M (3 855 séquences), dans la région ASP nous observons
en moyenne un Z-score = 6,47 avec une p-value= 10−10. Il y a donc moins de mutations
observées entraînant l’apparition de codons stops que de mutations attendues si le
modèle nul était vérifié. Nous détectons donc clairement la présence de contraintes
sélectives. En excluant la région du RRE, la différence reste encore très importante, avec
moins de mutations observées entraînant l’apparition de codons stop que de mutations
attendues (Z-score = 2,9 ; p-value = 0,006). En revanche, dans la région Env-ASP du
groupe M, le nombre de mutations observées entraînant l’apparition de codons stops
est légèrement supérieur au nombre de mutations attendues (Z-score = -1.9 ; p-value =
0,06). Ce résultat montre que le modèle sous-estime légèrement le nombre mutations
attendues entraînant l’apparition de nombre de codons stops. Il renforce alors le résultat
obtenu au niveau de la région ASP.
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Pour les groupes non-M (77 séquences), dans la région ASP comme dans la région
Env-ASP, nous ne détectons pas de différence significative entre le nombre de mutations
observées et attendues entraiant l’apparition de codons stops (région ASP : Z-score =
1,53 ; p-value = 0,13 ; région Env-ASP : Z-score = 1.04 ; p-value = 0,3). Si l’on exclut la
région RRE, on obtient un z-score négatif (Z-score = -0,17 ; p-value = 0,71), le score
positif observé dans la région ASP est donc induit par la contrainte structurelle du RRE.
Le tableau 3.3 résume l’ensemble de ces résultats.
TABLE 3.3 – Résumé des Z-scores obtenus pour les groupes M et non-M dans la région ASP total,
région ASP sans le RRE, et la région Env-ASP. Z-score (P-value) moyen sur 10 réplicats.
ASP total ASP sans RRE Env-ASP
Groupe M 6,47 (10−10) 2,9 (0,006) -1.9 (0,06)
Groupe non M 1,53 (0,13) -0.17 (0,71) 1,04 (0,3)
Pour résumer, ces résultats indiquent que la région ASP dans le groupe M est significati-
vement soumise à une pression sélective évitant l’apparition des codons stops. En outre,
on ne détecte pas de pression de sélection dans la région Env-ASP du groupe M, ni dans
les régions ASP et Env-ASP des groupes non-M.
Les variations de taux d’évolution, indépendantes du chevauchement de gènes, que
nous avons observé précédemment le long de la séquence (région du RRE et zones
variables) peuvent également être prises en considération. Pour cela, nous avons réalisé
les mêmes étapes que précédemment mais en estimant un taux d’évolution propre
à chaque région. Nous avons alors catégorisé les sites dans 3 types de catégories :
les régions contraintes (RRE), les régions variables (régions V1 à V5) et les régions non
spécifiques. Pour chacune de ces catégories, le taux d’évolution est estimé en réalisant le
rapport entre la somme des distances évolutives, de l’ensemble des paires de séquences,
des sites présents au sein de la catégorie, et la somme des distances évolutives en
considération l’ensemble des sites ( eq. 3.5). Ces distances évolutives ont été estimées
comme précédemment sur les troisièmes positions des codons synonymes à l’aide du
logiciel DNADIST.
τcat =
∑
i , j
δcati j
∑
i , j
δi j
(3.5)
avec τcat qui correspond à un taux d’évolution pour une catégorie donnée, i j l’ensemble
des paires de séquences, δcati j la distance estimée sur les sites de la catégorie et δi j la
distance estimée sur l’ensemble des sites de la séquence.
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Pour chacune des paires de séquences, et pour chaque site étudié, la distance évolutive
sur la paire de séquence (estimée à partir des troisièmes positions des codons syno-
nymes) a été ensuite multipliée par le taux de la catégorie auquel appartient le site.
Nous avons alors pris en compte les fortes contraintes engendrées par le RRE et il n’était
plus nécessaire de supprimer cette région pour notre analyse.
Nous obtenons pour le groupe M dans région ASP du groupe M (3 855 séquences, 10
réplicats) un Z-score=4.9 et une p-value=10−7 et dans la région Env-ASP un Z-score=−2.5
et une p-value=0.02. Pour les groupes non-M (77 séquences, 10 réplicats), nous obtenons
dans la région ASP un Z-score=0.68 et une p-value=0.5 et dans la région Env-ASP un
Z-score=1.2 et une p-value=0.25. Ces résultats sont cohérents avec les résultats obtenus
précédemment. Nous détectons bien la présence d’une pression de sélection s’exerçant
afin de maintenir l’ORF ASP dans les séquences du groupe M.
Nous avons donc développé un outil permettant de mettre en évidence la présence
d’une pression de sélection s’exerçant afin de maintenir la présence d’un ORF chevau-
chant situé sur la phase -2.
3.4.4 Propriétés de la méthode développée
En comparaison avec le logiciel Synplot2 développé par Firth, notre méthode est spéci-
fique de la phase -2. Cette spécificité permet de se focaliser sur un type d’événement
touchant seulement le gène chevauchant étudié. En effet, dans sa méthode, Firth prend
en considération l’ensemble des sites synonymes pour le gène dit "fixe". Certaines de
ces mutations sont également synonymes au niveau du gène chevauchant. Au niveau
de la phase -2, la proportion des sites synonymes sur les deux phases de lecture est
très importante. Nous n’observons alors pas de diminution importante du nombre de
site synonymes sur le gène en phase +1. La mesure réalisée par Firth est ici bruitée par
la forte proportion de sites doublement synonymes. En spécialisant notre analyse à
la phase -2, on peut se centrer sur l’analyse des mutations synonymes pour le gène
"fixe" situé en phase +1 mais non synonymes pour le gène chevauchant situé sur la
phase -2. Ainsi, si une pression de sélection s’exerce sur le gène chevauchant (entraînant
une diminution du nombre de mutations non synonymes), nous détectons bien une
diminution du nombre de mutations synonymes sur le gène fixe.
Nous avons également centré notre étude sur l’analyse des codons start et stop. La
présence d’un codon start et l’absence de codon stop est un élément de base nécessaire.
L’étude de ces codons disposant d’une signification forte permet alors de simplifier
l’analyse. De plus au sein d’une séquence, certaines régions peuvent être variables
(comme cela est le cas pour le gène asp). La moyenne du nombre de mutations non
synonymes sur la fenêtre d’étude disposant de régions variables peut alors biaiser les
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résultats obtenus. L’absence de codons stops dans ces régions comme tout au long de la
séquence est un élément qui quant à lui ne doit pas varier. À l’inverse de la méthode
Synplot2 développée par Firth, notre analyse peut donc être réalisée sur des régions
variables.
De plus, dans la dernière version de la méthode développée, nous avons pris en considé-
ration dans notre statistique les variations de taux d’évolution (induites par le RRE ou les
zones variables) qui ne sont pas induites par le chevauchement de gènes. Pour cela nous
avons réalisé trois catégories de sites disposant de distances évolutives variables. Le
nombre de mutations attendues est donc plus faible au niveau des régions contraintes
structurellement et plus fort au niveau des régions variables.
Nos analyses sont réalisées dans un seul sens. Nous étudions respectivement la possi-
bilité de disparition du codon start et d’apparition de codons stops. Et non les muta-
tions entraînant l’apparition du codon start et la disparition des codons stops. En effet,
contrairement à la méthode de Firth ce n’est pas ici seulement le nombre de mutations
qui nous intéresse mais également l’effet que ces mutations produisent sur chacun des
gènes. Une mutation synonyme sur env entraînant la disparition d’un codon stop joue-
rait dans notre cas en faveur d’une pression s’exerçant pour maintenir l’ORF. Ces deux
éléments sont clairement à différencier. Nous avons choisi de ne prendre en considéra-
tion qu’un type de mutation (apparition et non disparition d’un codon stop présent).
Cependant, la présence d’une pression de sélection peut entraîner la disparition rapide
d’un codon stop. Ceci va alors avoir une influence sur notre statistique, en augmentant
le nombre de sites analysés.
Notre méthode prend également en compte la corrélation phylogénétique entre les
séquences. En effet la distance entre les séquences et la conformation de l’arbre phylogé-
nétique sont pris en considération.Chaque branche de l’arbre n’est parcourue que deux
fois. En multipliant la variance par deux dans notre Z test, ceci permet de considérer la
dépendance des données dans le pire des cas.
Le modèle utilisé est un modèle simple basé uniquement sur les sites synonymes. On
obtient alors un nombre de mutations attendues basée sur les données et spécifique
des sites synonymes qui sont ensuite analysés. Cependant, le nombre de mutations
attendues est généralement très faible. Comme pour la méthode de Firth, pour que la
statistique calculée ait un sens, il faut que la distance entre les séquences analysées soit
relativement importante. La distance nécessaire entre les séquences est dépendante
du nombre de séquences et de la longueur de la région à analyser. Plus le nombre de
séquences et la longueur de la région sont importants plus la distance évolutive entre
les séquences peut être faible.
La complexité de la méthode est linéaire O(N ) en fonction de la taille de l’alignement à
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analyser. L’analyse peut alors être réalisée sur un nombre important de séquences (limite
induite par la nécessité de disposer d’un arbre phylogénétique basé sur l’alignement de
séquences). Mais, il est nécessaire d’avoir un nombre de sites suffisant pour que l’étude
soit statistiquement significative. Le nombre de sites disposant d’un stop potentiel étant
faible, il est nécessaire de disposer d’un nombre minimum de séquences. Ce nombre
minimum de séquences va varier en fonction de la distance entre les séquences, de la
conservation des sites potentiels (sites présents sur toutes les séquences ou non), et de
la longueur de la région analysée.
Cette longueur va avoir une influence sur notre analyse. Il faut que celle ci soit suffisante
pour qu’il y ait des sites potentiels à analyser, mais le résultat sera plus significatif si
le chevauchement ne recouvre pas la majorité du gène fixe. Comme on peut le voir
sur la figure 3.13, l’estimation des paramètres du modèle est réalisée sur la totalité du
gène fixe (zone chevauchante et non chevauchante). Nous considérons en effet que
nous ne connaissons pas les régions chevauchantes présentes sur la séquence. Ceci
entraîne, si il existe un gène chevauchant une sous-estimation du nombre de mutations
attendues. Si la région chevauchante superpose la majorité de ce gène, le nombre
de mutations attendues sera alors plus proche du nombre de mutations observées.
L’estimation étant réalisée sur l’ensemble des mutations synonymes, nous pourrons
tout de même observer des résultats significatifs pour des chevauchements très longs.
Une amélioration de la méthode pourrait être apporté afin de ne pas observer l’effet du
chevauchement de gènes sur le nombre de mutations attendues.
Estimation des paramètres
Nombre attendu
>>>
Nombre observé
Estimation des paramètres
Nombre attendu
>
Nombre observé
A)
B)
FIGURE 3.13 – Schéma sur la proportion de la région chevauchante par rapport au gène fixe
La séquence noire représente le gène fixe, la séquence en rouge le gène chevauchant.
A) Cas de figure où la région chevauchante pourra être détectée. B) Cas de figure où
la région chevauchante ne pourra pas être détectée.
129
Chapitre 3. Détection d’une pression de sélection
Si la quantité de séquences présentes au sein de l’alignement nucléique est suffisante et
que la région étudiée dispose d’une longueur correcte, la méthode développée permet
alors de mettre en évidence la présence d’une pression de sélection sur un gène chevau-
chant présent sur la phase -2 tout en prenant en compte la corrélation phylogénétique
des séquences. Certaines régions plus ou moins longues pourraient également être
dépourvues de codons stops, non pas parce qu’une pression s’exerce sur cette région
mais parce qu’il n’y a pas ou peu de stops potentiels. Notre méthode permet de donner
une statistique sur cette observation.
Nous avons ensuite essayer de généraliser la méthode développée en considérant
l’ensemble des phases de lecture ou en utilisant l’ensemble des sites synonymes du
gène fixe.
3.5 Perspectives : pour aller plus loin avec la méthode
Comme nous l’avons vu précédemment, la méthode développée est efficace pour détec-
ter une pression de sélection s’exerçant sur la phase -2. Il existe plusieurs perspectives
d’extensions de la méthode. Nous avons par exemple cherché à prendre en considéra-
tion plus de sites au sein de notre analyse, et nous avons également essayé de généraliser
la méthode des codons stops potentiels pour l’ensemble des phases de lecture. Comme
pour la phase -2, les gènes chevauchants situés sur les autres phases doivent être dé-
pourvus de codons stops. Nous nous sommes demandé si l’analyse des stops potentiels
était possible sur l’ensemble des phases de lecture.
Je vous présente ici brièvement ces méthodes qui sont en cours de développement et
qui nécessitent encore du recul afin de pouvoir être validées.
3.5.1 Généralisation de l’analyse sur l’ensemble des sites synonymes
Nous observons un Z-score significatif sur l’analyse des codons stops potentiels de la
région ASP du groupe M. Si nous analysions l’ensemble des sites synonymes, nous
pourrions alors peut être observer un indice d’une pression de sélection s’exerçant
également au niveau de la conservation des acides aminés. Nous avons alors ici essayé
de faire une combinaison entre les deux méthodes que j’ai présenté précédemment (cf.
partie 3.3 et partie 3.4.3).
Comme dans l’analyse présentée dans la partie 3.3 notre hypothèse est que l’on détec-
tera une pression de sélection lorsque pour un site donné plusieurs acides aminés sont
possibles sur la phase -2, mais où un seul est conservé. Si un acide aminé est conservé
alors qu’il pourrait disparaître de façon synonyme pour la protéine Env, il existe peut
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être une pression de sélection s’exerçant pour le maintenir. Si l’on réalise un parallèle
avec les codons stops potentiels, nous n’observons pas de codons stops alors qu’ils
pourraient apparaître s’il n’y avait pas de pression de sélection. Il s’agit alors ici, d’une
spécialisation de la méthode de Firth à l’étude de la phase -2.
Pour détecter la présence d’un gène chevauchant sous pression de sélection, il faut donc
analyser les sites permettant une liberté de codage au niveau de la phase -2 par des mu-
tations synonymes sur la phase +1. Pour chacun de ces sites, nous comparons le nombre
de mutations observées et attendues entraînant la perte de l’acide aminé majoritaire sur
la phase -2 en émettant l’hypothèse que la séquence du gène env évolue selon le modèle
d’évolution HKY. L’acide aminé majoritaire correspondant ici simplement à l’acide
aminé dont la fréquence est supérieure aux autres fréquences (sans seuil de conserva-
tion fixé). Pour chacun des binômes de codons (64*64), il faut alors chercher l’ensemble
des mutations synonymes possibles, en se concentrant comme précédemment sur la
troisième base du codon condition. Sur les 4 096 binômes possibles, seulement 1 232
binômes de codons permettent au moins une mutation entraînant le changement de
l’acide aminé codé en phase -2. Pour les 2 864 binômes restants, toutes les mutations
synonymes entraînent une conservation de l’acide aminé codé sur la phase -2, celui-ci
est alors totalement contraint. L’étude est ensuite réalisée par paires de séquences en
n’analysant que les sites (binôme de codon) qui codent pour les mêmes acides aminés
sur env pour les deux séquences et dont la phase -2 de la séquence 1 code pour l’acide
aminé majoritaire présent à cette position dans l’alignement. Il faut ensuite comparer
le nombre de mutations observées par rapport au nombre de mutations attendues (cf.
Fig. 3.14). Les statistiques basées sur les codons stops potentiels sont également prises
en considération en parallèle.
FIGURE 3.14 – Schéma explicatif sur le comptage du nombre de mutations observées et atten-
dues. (A.) Pour le binôme de codon GGG CTT les mutations synonymes G− >T
et G−>C permettent la modification de l’acide aminé sur la phase -2 (B.) Sur la
séquence 1, le site GGG CTT peut entrainer par une mutation synonymes la modi-
fication de l’acide aminé situé en phase -2. Sur la séquence 2 nous observons une
mutation synonyme pour env et non synonyme pour la phase -2. Le nombre de
mutations observées est donc de 1. Le nombre de mutations attendues est égal à la
somme des mutations attendues G−>T et G−>C.
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Comme pour la méthode basée uniquement sur les stops potentiels, en supposant qu’il
n’y a pas de pression de sélection, le nombre de mutations observées et le nombre de
mutations attendues devrait être très proche. À l’inverse, en supposant que la protéine
ASP impose une certaine pression de sélection, le nombre de mutations entraînant une
modification des acides aminés au niveau de la phase -2, devrait être significativement
plus petit que le nombre attendu.
Cette méthode est donc spécifique de la phase -2 et devrait permettre de détecter une
pression de sélection purificatrice s’exerçant sur cette phase de lecture.
Nous avons comme pour la méthode sur les stops potentiels estimés les paramètres du
modèle en se basant sur les troisièmes positions de l’ensemble des codons synonymes.
Nous avons également comme précédemment avec la même méthode, estimé un
taux d’évolution propre à chacune des régions spécifiques qui sont le RRE, les régions
variables et le reste de la séquence.
Nous obtenons pour la région ASP du groupe M (3 855 séquences, 10 réplicats) un
Z-score=5 et une p-value=10−7 et dans la région env-ASP un Z-score=0.5 et une p-
value=0.6. Ces résultats sont toujours cohérents avec les résultats obtenus précédem-
ment. Nous détectons bien la présence d’une pression de sélection s’exerçant afin de
maintenir l’ORF ASP dans les séquences du groupe M. Nous analysons ici près de 7
fois plus de sites que lors de l’analyse spécifique des codons stops. Si nous supprimons
les statistiques concernant les stops potentiels, nous obtenons toujours un résultats
significatif pour la région ASP du groupe M (Z-score= 4 ; p-value=10−5)
TABLE 3.4 – Résultats sur le chevauchement env/asp de la méthode généralisée à l’ensemble
des sites synonymes non contraints. Groupe M. Z-score et p-value obtenus à partir
de la méthode développée
région ASP région env-ASP
Z-score 5 0.5
p-value 10−7 0.6
Pour les groupes non-M, dont les résultats sont présentés dans la table 3.5, nous n’ob-
servons pas de pression de sélection dans la région ASP. Dans la région Env-ASP, nous
observons un Z-score avec une p-value significative (<5%). Ceci peut être due à la pré-
sence des chevauchements vpu, tat et rev, entraînant une diminution du nombre de
mutations synonymes sur le gène env et donc par la même une diminution du nombre
de mutations synonymes dans la région env-ASP sur la phase -2.
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TABLE 3.5 – Résultats sur le chevauchement env/asp de la méthode généralisée à l’ensemble
des sites synonymes non contraints. Groupes non-M. Z-score et p-value obtenus à
partir de la méthode développée
région ASP région Env-ASP
Z-score 0.3 2
p-value 0.75 0.04
Cette généralisation à l’ensemble des sites synonymes permettant une flexibilité au
niveau de la phase -2 pourrait donc permettre la détection d’une région sous pression
de sélection sur la phase -2. Nous observons ici une pression de sélection s’exerçant au
niveau de la conservation des acides aminés. Il serait intéressant de tester ces méthodes
(stops potentiels et généralisée) sur un autre gène chevauchant situé sur la phase -2. Il
est cependant à l’heure actuelle difficile de trouver un jeu de données en suffisamment
de séquences homologues, disposant d’un gène chevauchant de longueur suffisante
sur cette phase de lecture et dont les distances évolutives entre les séquences sont
relativement importantes.
3.5.2 Généralisation de la méthode des stops potentiels aux autres
phases de lecture
Notre méthode spécifique sur les codons stops potentiels de la phase -2 peut-elle être
adaptée à l’ensemble des phases de lecture ? Pour répondre à cette question, il est
nécessaire de rechercher l’ensemble des codons stops potentiels pour les différentes
phases de lectures. Le nombre de sites possibles va alors varier en fonction de la phase
de lecture étudiée.
La phase +2 avec un décalage d’un nucléotide est l’une des phases de lecture où le
chevauchement de gènes est le plus présent. Nous retrouvons 64 binômes de codons
pouvant entraîner l’apparition du codon stop TGA sur la phase +2. Ces binômes doivent
être sous la forme : xT(T/C) Axx avec une mutation synonyme faisant passer du codon
xT(T/C) au codon xTG. Nous retrouvons 96 binômes de codons étant des codons stops
potentiels du codon stop TAA. Ces binômes doivent également être sous la forme :
xT(T/C) Axx avec une mutation synonyme possible faisant passer du codon xT(T/C)
au codon xTA. La liste de ces binômes inclus les codons stops potentiels du codons
stop TGA. En effet une mutation synonyme sur la troisième base de type T/C → G sera
également synonyme sous la forme T/C → A. La différence est ici induite par la mutation
non synonyme entre les codons codant l’Isoleucine (Ile : ATA,ATT, ATC) et le codon de
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la Méthionine (ATG). Enfin, nous retrouvons 144 binômes de codons pouvant entraîner
l’apparition du codon stop TAG. Ces binômes doivent être sous la forme : xT(T/C/G)
Gxx avec une mutation synonyme faisant passer du codon xT(T/C/G) au codon xTA.
Nous observons alors un total de 240 binômes de codons différents correspondant à
des sites de stops potentiels pour la phase +2.
La phase +3 correspond à un décalage de deux nucléotides. Nous retrouvons 132 bi-
nômes de codons pour le codon stop TGA. Ces binômes doivent être sous la forme :
xx(C/G/A) GAx avec une mutation synonyme faisant passer du codon xx(C/G/A) au
codon xxT. Nous retrouvons également 132 binômes de codons pouvant entraîner l’ap-
parition du codon stop TAA. Ces binômes doivent être sous la forme : xx(C/G/A) AAx
avec une mutation synonyme faisant passer du codon xx(C/G/A) au codon xxT comme
précédemment. Enfin, il y a autant de binômes pouvant entraîner l’apparition du codon
stop TAG avec le même type de mutations possibles. Ces binômes doivent être sous la
forme : xx(C/G/A) AGx avec une mutation synonyme faisant passer du codon xx(C/G/A)
au codon xxT. Nous observons alors un total de 396 binômes de codons différents
correspondant à des sites de stops potentiels pour la phase +3.
La phase -1 correspond au brin complémentaire sans décalage de nucléotides. Nous
retrouvons 366 binômes de codons pouvant entraîner l’apparition du codon stop TGA.
En effet, il faut sur la phase +1 que soit présent l’un des codons TCT, TCG ou TCC dont la
mutation vers TCA est synonyme. En terme de binômes de codons, ceux ci peuvent être
situés avant ou après le second codons qui peut être aléatoire soit 61*3+61*3 binômes
possibles. Nous ne retrouvons que 122 binômes pour le codon stop TAA. Il est nécessaire
que ces binômes contiennent le codon TTG, seul codon permettant une mutation
synonyme vers le codon TTA. Enfin, nous retrouvons 366 binômes de codons pouvant
entraîner l’apparition du codon stop TGA. Il faut sur la phase +1 que soit présent l’un
des codons CTT, CTG ou CTC dont la mutation vers CTA est synonyme. Nous observons
alors un total de 854 binômes de codons différents correspondant à des sites de codons
stops potentiels pour la phase -1.
La phase -2 correspond au brin complémentaire avec un décalage d’un nucléotide.
Nous retrouvons 132 binômes de codons pouvant entraîner l’apparition du codon
stop TGA. Ces binômes doivent être sous la forme : xx(C/G/A) CAx avec une mutation
synonyme faisant passer du codon xx(C/G/A) au codon xxT. Pour le codon stop TAA,
nous retrouvons 66 binômes de codons. Ces binômes doivent être sous la forme :
xx(C/G/A) TA(C/T) avec une mutation synonyme faisant passer du codon xx(C/G/A) au
codon xxT. Enfin, nous retrouvons également 66 binômes de codons qui sont des codons
stops potentiels du codon stop TAG. Ces binômes doivent être sous la forme : xx(T/G/A)
AGx avec une mutation synonyme faisant passer du codon xx(T/G/A) au codon xxC.
Nous observons alors un total de 230 binômes de codons différents correspondant à
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des sites de codons stops potentiels pour la phase -2.
Enfin, la phase -3 correspond au brin complémentaire avec un décalage de deux nucléo-
tides. Nous retrouvons 80 binômes de codons pouvant entraîner l’apparition du codon
stop TGA. Ces binômes doivent être sous la forme : xT(G/A) Axx avec une mutation
synonyme faisant passer du codon xT(G/A) au codon xTC .Nous retrouvons les mêmes
80 binômes de codons pouvant entraîner l’apparition du codon stop TAA. En effet,
ces binômes doivent également être sous la forme : xT(G/A) Axx avec une mutation
synonyme faisant passer du codon xT(G/A) au codon xTT. Or si une mutation G/A →
C est synonyme la mutation G/A → T le sera également. Enfin, nous retrouvons 192
binômes pour le codon stop TAG. Ces binômes doivent être sous la forme : xC(C/G/A)
Axx avec une mutation synonyme faisant passer du codon xC(C/G/A) au codon xCT.
Nous observons alors un total de 272 binômes de codons différents correspondant à
des sites de codons stops potentiels pour la phase -3.
La table 3.6 résume les observations présentées ci-dessus. Le nombre de sites potentiels
possibles (nombres de binômes) est relativement stable en fonction des phases de
lecture étudiées. Nous observons un nombre très important pour la phase -1. Cependant
les codons impliqués présent dans les séquences peuvent être plus ou moins fréquents,
ce qui peut engendrer des disparités sur le nombre de sites potentiels en fonction
des phases de lecture. Les analyses sur les codons stops potentiels peuvent donc être
réalisées sur l’ensemble des phases de lecture.
TABLE 3.6 – Table représentant le nombre de binômes correspondant à des stops potentiels
présents en fonction des phases de lecture.
+2 +3 -1 -2 -3
TGA 64 132 366 132 80
TAA 96 132 122 66 80
TAG 144 132 366 66 192
total 240 396 854 230 272
Un test est réalisé sur le chevauchement env/rev à partir des séquences disponibles du
gène env. Ce chevauchement dispose d’une longueur suffisante de 91 codons. Il est situé
sur la phase +3. Comme pour les tests sur le gène asp, l’analyse est réalisée 10 fois sur
chaque région à partir d’un échantillon de séquences du groupe M, représentant une
séquence par individu soit un alignement nucléique de 3 855 séquences et l’ensemble
des séquences des groupes non-M soit un alignement nucléique de 77 séquences. Les
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résultats obtenus sont présentés dans le table 3.7.
TABLE 3.7 – Résultats sur le chevauchement Env/rev. Z-score et p-value obtenus à partir de la
méthode développée
M rev non-M rev M env-rev non-M env-rev
Z-score 20 4.5 -13 0.07
p-value 10−94 10−6 0 0.9
Nous observons pour le groupe M comme pour les groupes non-M une P-value très
significative avec moins de mutations observées entraînant l’apparition de codons stops
qu’attendus (Z-score >> 0). Dans la région env-rev, région non chevauchante sur la
phase +3, pour le groupe M, nous observons une P value significative mais avec plus de
codons stops qu’attendus. Dans les groupes non-M le résultat est non significatif dans
cette région. Nous observons donc bien ici l’effet de la pression de sélection s’exerçant
sur le gène rev, que ce soit dans le groupe M comme dans les groupes non-M. Le gène
rev est bien soumis à une pression de sélection dans l’ensemble des groupes du VIH-1.
La méthode développée doit encore être testée sur différents jeux de données afin de
vérifier sa robustesse notamment sur l’ensemble des phases de lecture. Nous pourrions
par exemple tester l’ensemble des gènes chevauchants analysés par Firth à l’aide du
logiciel Synplot2 (Firth, 2014).
On pourrait également envisager une collaboration avec Firth afin de mettre en place
une visualisation combinant les résultats obtenus à l’aide du logiciel Synplot2 et les
résultats de la méthode sur les codons stops potentiels. En effet, notre méthode peut
facilement être adaptée afin d’être appliquée sur une fenêtre glissante dont la taille
serait définie par l’utilisateur. La combinaison des deux méthodes avec une visualisation
des stops présents sur chaque phase permettrait une détection de l’ensemble des gènes
chevauchants et de la phase de lecture concernée.
Au vue de la particularité des contraintes imposées par le chevauchement sur la phase -2,
les méthodes standards pour l’analyse de l’évolution le long du gène ne permettent pas de
détecter la pression de sélection s’exerçant sur le gène asp. Nous avons alors développé
de nouveaux outils afin de pouvoir mettre en évidence la présence de cette pression de
sélection. Les analyses de simulation de séquences le long d’un arbre phylogénétique nous
ont montré que la présence et la conservation de l’ORF n’étaient pas dues au hasard. La
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3.5. Perspectives : pour aller plus loin avec la méthode
méthode développée consistant simplement à observer les stops potentiels et à donner une
significativité statistique à cette observation a permis de mettre en évidence la présence
d’une pression de sélection s’exerçant sur le gène asp spécifique au groupe M. Comme on
peut s’y attendre, l’analyse réalisée sur les séquences non-M, ne disposant pas du gène
asp ne montre pas de pression de sélection s’exerçant sur la région attendue du gène asp.
Cette méthode permet de mettre en avant les contraintes s’exerçant afin de maintenir
un ORF. Des codons stops pourraient apparaître mais les contraintes sont telles qu’ils
n’apparaissent pas.
Les points essentiels mis en évidence dans ce chapitre sont :
XLa conservation de l’ORF ASP n’est pas due au hasard.
✗Les méthodes standards de l’analyse de l’évolution le long de la séquence ne
permettent pas la détection de la pression de sélection s’exerçant sur asp.
XLa méthode développée basée sur les stops potentiels montre la présence
d’une pression de sélection s’exerçant sur asp.
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Au cours de cette thèse j’ai tenté de répondre aux questions suivantes :
1. L’ORF ASP est-il présent et conservé au sein des séquences du VIH-1 ?
2. Quelle est l’évolution du gène asp au cours du temps ?
3. Retrouve-t-on des séquences similaires à la séquence de la protéine ASP ?
4. Pouvons-nous prédire la structure secondaire et tridimensionnelle de la protéine
ASP ?
5. Pouvons-nous mettre en évidence la présence d’une pression de sélection s’exer-
çant sur le gène asp ?
1) L’ORF ASP est-il présent et conservé au sein des séquences du VIH-1 ? Afin de
répondre à cette question, la première étape a été de construire un jeu de données du
gène asp. En effet, malgré la richesse des données concernant le VIH-1, il est apparu
qu’il n’existait pas de répertoire de données fiable et validé sur le gène asp. À partir des
données disponibles pour le gène env sur la banque de données de Los Alamos (HIV
sequence database), nous avons construit un alignement sur la phase -2 de ce gène de
près de 24 000 séquences provenant du VIH-1 ainsi que des souches de SIV. Ce jeu de
données nous a permis de réaliser ensuite des analyses exhaustives sur un ensemble
important de séquences. Ceci est une grande différence par rapport aux différentes
analyses qui avaient été réalisées jusqu’à présent sur le gène asp qui ne concernaient
qu’une dizaine de séquences. Ce jeu de données conséquent nous a permis d’obtenir
ensuite des résultats particulièrement intéressants.
En observant la présence du codon start et l’absence de codons stops au niveau de la
région attendue du gène asp, nous avons montré l’existence de l’ORF ASP au sein des
séquences du groupe M du VIH-1, et son absence dans les autres groupes du VIH-1
ainsi que dans les souches SIV. Au sein du groupe M, l’ORF ASP est présent pour la
grande majorité des sous-types prévalents (1 seul exception). Nous avons observé une
corrélation entre la présence de l’ORF ASP et la prévalence des sous-types et groupes
du VIH-1. Nous avons donc mis en évidence un lien entre la présence du gène codant
asp et la pandémie humaine.
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Une proportion relativement importante (16 %) des séquences des sous-types préva-
lents du groupe M ne disposent cependant pas de l’ORF ASP. Ceci s’explique par le
fait que le gène asp est très probablement un gène accessoire pouvant être perdu sans
compromettre la viabilité du virus. Il a été observé que les gènes viraux créés de novo
jouent souvent un rôle dans la pathogénicité ou dans la propagation du virus (Rancurel
et al., 2009; Li and Ding, 2006; Sabath et al., 2012). La corrélation avec la prévalence du
virus laisse à penser que le gène asp a une influence sur la propagation du virus. Ceci
contredit, l’argument avancé par Faria et al. (2014) affirmant que les différences de la
prévalence entre les différents groupes du VIH-1 n’étaient pas dues à des variations
moléculaires, mais à des changements sociaux apparus dans les années 60 en Afrique
Centrale.
2) Quelle est l’évolution de l’ORF ASP au cours du temps ? Une analyse phylogé-
nétique a permis de montrer que l’ORF ASP a été créé très récemment, et de façon
concomitante avec l’apparition du VIH-1 M qui est responsable de la pandémie hu-
maine. Au sein du groupe SIVcpzPtt le plus proche du groupe M, nous retrouvons une
séquence qui dispose de l’ORF ASP dans sa totalité. Les analyses phylogénétiques n’ont
cependant pas permis de conclure sur une apparition de l’ORF ASP au sein de la souche
SIVcpzPtt qui a infecté l’homme créant ainsi le VIH-1 groupe M, ou si plusieurs événe-
ments d’apparition ont eu lieu. Au sein du sous-type A, les séquences disposent d’un
codon stop au début de la région de l’ORF ASP. Nous observons cependant la présence
d’un codon start alternatif non présent pour les séquences des autres sous-types. Au
cours de l’évolution, il y a donc pu y avoir une création d’un codon start alternatif afin
de compenser la perte de l’ORF.
Si nous observons la présence de l’ORF ASP au sein des différentes séquences issus
d’un même patient (conservation intra-patient) nous retrouvons dans la majorité des
cas une conservation très forte et pour certains individus une absence totale de l’ORF
ASP. On peut alors émettre l’hypothèse que si le virus transmis dispose de l’ORF ASP
celui ci est maintenu au sein des virus circulants, à l’inverse si le virus transmis ne
dispose pas de l’ORF nous n’observons pas d’apparition de celui-ci. Il faudrait analyser
plus en détails cette évolution du virus intra-patient. En effet, nous disposons ici de
peu de métadonnées et de séquences provenant d’un même patient pour pouvoir
étudier finement cette évolution. Il serait intéressant de disposer d’échantillons intra-
patients répartis tout au long de l’infection. Nous pourrions alors observer s’il existe
des variations de la conservation de l’ORF en fonction de la phase de l’infection et des
cellules étudiées. Nous pourrions par exemple compléter l’analyse très récente réalisée
par Dimonte (2016) qui montre qu’il y aurait au niveau de la protéine ASP une signature
du tropisme pour les virus R5 et pour les virus X4 (fin d’infection chez les sous-types
B). Cette signature serait corrélée avec les variations observées au sein de la GP120.
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Dimonte émet alors l’hypothèse que la protéine ASP pourrait avoir une implication dans
l’interaction du virus avec les co-récepteurs. Les virus ayant un tropisme X4 n’infectent
que les lymphocytes T, dans lesquels il semblerait que la protéine ASP ne soit pas
exprimée (Laverdure et al., 2012). Nous pourrions alors analyser plus en détails ses
variations présentes au niveau de la protéine ASP entre les virus R5 et X4 et vérifier la
présence réelle de l’ORF ASP dans chacun de ces tropismes. Il existe déjà des études
qui analysent les variations intra-patients du virus, mais celles-ci se limitent, lors de
l’étude du gène env, dans la majorité des cas à l’analyse de la région variable V3 qui est
la région la plus étudiée.
3) Retrouve-t-on des séquences similaires à la séquence de la protéine ASP ? Afin
d’obtenir des informations sur la structure et la fonctionnalité de la protéine ASP, nous
avons recherché des séquences similaires à la séquence de la protéine ASP. Cependant,
le gène asp ayant été créé de novo, celui-ci n’est similaire à aucune autre séquence.
C’est notamment l’un des avantages attribué aux gènes chevauchants créés de novo
(Brandes and Linial, 2016). En effet, les contraintes imposées par le chevauchement et
la création d’un gène à partir d’une séquence non codante permet d’engendrer un gène
très différent des gènes déjà existants.
4)Pouvons nous prédire la structure secondaire et tridimensionnelle de la protéine
ASP ? Malheureusement, à l’heure actuelle les logiciels de simulation de structure sont
basés principalement sur une recherche d’homologie de séquences. Le logiciel I-TASSER
permettant de simuler des structures tridimensionnelles protéiques de novo est quant à
lui encore peu efficace sur les protéines membranaires. Ce domaine d’étude est l’un
des domaines les plus prometteurs et dynamiques de la bioinformatique. Par exemple,
tous les deux ans à lieu le concours CASP pour "Critical Assessment of Techniques for
Protein Structure Prediction". Il s’agit d’une compétition d’environ 9 mois durant laquel
les participants doivent prédire au mieux le repliement d’une protéine.
Pour la protéine ASP, nous avons tout de même pu prédire la structure secondaire de
la protéine. Celle-ci étant probablement membranaire, elle serait constituée de deux
régions très hydrophobes et transmembranaires (3 régions transmembranaires pour
certaines séquences). Nous retrouvons au sein de la séquence des motifs particuliers
tels que des doubles triplets de cystéines ou le motif PxxPxxP pouvant jouer un rôle
dans l’autophagie (Torresilla et al., 2015). Au sein de la séquence de la protéine ASP,
nous avons retrouvé deux zones variables et trois zones constantes dont une région très
contrainte par la présence de la contrainte structurelle du RRE s’exerçant au niveau du
gène env. Il existe une très forte corrélation entre la conservation de la protéine Env et
la conservation de la protéine ASP. Comme l’ont montré Mir and Schober (2014b) une
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pression de sélection purificatrice ou positive s’exerçant sur un gène situé sur la phase
+1 entraîne le même type de pression sur la phase -2. La conservation de l’ORF ASP au
sein des séquences du groupe M aurait alors pu être simplement due à la conservation
du gène codant la protéine Env.
5) Pouvons nous mettre en évidence la présence d’une pression de sélection s’exer-
çant sur le gène asp ? Des simulations basées sur l’évolution du gène env ont montré
que la probabilité d’observer un ORF sur la phase -2 d’un gène suivant l’usage du code
du gène env n’est que de 10% et que la conservation de cette ORF au sein de la phylogé-
nie du gène env en considérant un modèle d’évolution neutre n’est au maximum que
de 67% et en moyenne de 42%. La conservation de l’ORF ASP au sein des séquences du
groupe M pour 77% des séquences n’est donc pas due au hasard.
L’utilisation des méthodes standards d’analyse évolutive utilisées ici afin de détecter
la présence d’une pression de sélection d’un gène chevauchant fonctionnel n’est pas
efficace pour le gène asp. En effet, l’analyse de la vitesse d’évolution, du ratio dN/dS
ou la recherche de zones particulièrement contraintes disposant alors d’un nombre de
mutations synonymes restreint n’ont pas permis de détecter la pression de sélection
s’exerçant afin de maintenir le gène asp. Ceci s’explique par le fait que le chevauchement
en phase -2 entraîne des contraintes particulières par rapport aux autres phases de
lectures. La très grande majorité des mutations synonymes ont lieu sur la troisième base
des codons. Or, les troisièmes bases de chacun des gènes sont situés en vis-à-vis lors
d’un chevauchement sur la phase -2. Nous n’observons donc qu’une légère diminution
du nombre de mutations synonymes. De plus, lors d’un chevauchement sur une phase
de lecture autre que la phase -2, la flexibilité de la troisième base peut entraîner une
augmentation du nombre de mutations non synonymes sur la phase de lecture en vis-
en-vis. Dans le cas de la phase -2, les troisièmes bases étant en vis-à-vis ce phénomène
n’est pas observable.
Nos analyses réalisées sur les codons starts et stops ont permis de mettre en évidence
la présence d’une pression de sélection s’exerçant pour maintenir l’ORF ASP. Afin de
s’affranchir du problème de corrélation phylogénétique, nous nous sommes inspirés de
la méthode développée par Firth (Firth, 2014) qui consiste à réaliser des comparaisons
de paires de séquences en tournant autour d’un arbre phylogénétique. Nous avons
analysé l’ensemble des sites synonymes pour le gène env permettant l’apparition d’un
codon stop. Ces sites sont appelés des codons "stops potentiels". Cette analyse des
codons stops potentiels montrent que des codons stops pourraient apparaître au sein
des séquences si celles-ci évoluaient selon un modèle neutre. Dans la région de l’ORF
ASP sur la phase -2, une pression de sélection s’exerce empêchant l’apparition de ces
codons stops. Cette méthode peut encore être améliorée, notamment afin qu’elle ne
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soit pas impactée par la présence d’un chevauchement. Elle semble être applicable à
l’ensemble des phases de lecture. Nous pourrions ensuite appliquer le même principe
pour étudier le caractère hydrophobe de la protéine. En effet, nous nous demandons si
ce caractère est induit par le gène env ou s’il existe une pression de sélection s’exerçant
afin de le maintenir.
Nous avons donc démontré que l’ORF ASP est présent, conservé et soumis à une pres-
sion de sélection au sein du groupe M du VIH-1. Il s’agit donc bien du 10eme gène du
groupe M du VIH-1. La fonctionnalité de la protéine codée par celui-ci reste encore à
découvrir. La protéine ASP est très probablement une protéine accessoire, elle ne joue
donc pas un rôle dans la constitution de la particule virale. Nous avons ici mis en évi-
dence une corrélation entre la présence de l’ORF ASP au sein du virus et la propagation
de la pandémie humaine du SIDA. Les découvertes futures sur cette protéine peuvent
donc avoir un impact très important. La protéine ASP pourrait également être impli-
quée dans certains mécanismes qui modifient le fonctionnement cellulaire des cellules
spécifiques comme les cellules dendritiques (Laverdure et al., 2012), en formant par
exemple des agrégats (Torresilla et al., 2013), ou pourrait jouer un rôle dans l’interaction
avec les co-récepteurs (Dimonte, 2016).
Nos analyses sur les différentes contraintes entre la phase +1 et la phase -2 peuvent
également être utilisées notamment pour la réalisation de nouveaux traitements. En
effet, il existe au sein de la protéine Env des sites qui sont contraints par la présence du
gène chevauchant asp et inversement. Nous pouvons facilement mettre en évidence la
positions de ces sites dans la séquence. Nous pourrions alors envisager de les utiliser
comme cible thérapeutique. Il serait notamment intéressant de cibler les sites pouvant
entraîner plus facilement l’apparition de codons stops obligatoires sur le gène env. Ceci
empêcherait alors la formation d’un virus fonctionnel. La proportion de mutations liée
au traitement devrait alors être moins importante dans ces conditions. On pourrait
également viser les codons stops potentiels du gène asp, en émettant l’hypothèse que la
perte du gène asp pourrait être une stratégie privilégiée par le virus (plutôt qu’une mu-
tation sur la protéine Env) mais entraînant peut être une diminution de la propagation
du virus. Ceci engendrerai alors la création de nouvelles zones d’intérêts.
Les méthodes que nous avons développées peuvent également être utilisées afin de
détecter de nouveaux gènes chevauchants. À l’heure actuelle très peu de gènes viraux
chevauchants ont été mis en évidence sur le brin antisens et notamment sur la phase -2.
Les gènes chevauchants sont majoritairement recherchés seulement sur le brin sens
dit "codant" du virus. Toutefois, lorsqu’on s’intéresse au brin antisens nous retrouvons,
comme pour le gène asp, des séquences pouvant induire l’expression de protéines
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inconnues jusqu’à présent. L’analyse systématique des génomes grâce à la méthode
que nous avons développée pourrait mettre en évidence la présence de ORFs et donc
de nouveaux gènes chevauchants. Une des limites principales étant ici la nécessité de
disposer d’un nombre important de séquences homologues du gène fixe ou du génome
analysé.
Le concept de gènes chevauchants est un concept qui mérite toute notre attention. Il
est probable que dans les années à venir de nombreux gènes chevauchants vont être
mis en évidence. À l’heure actuelle, les méthodes d’analyse de ces gènes ne sont pas
suffisamment efficaces, de nombreuses améliorations peuvent être apportées que ce
soit pour l’analyse des gènes chevauchants situés sur le brin sens comme sur le brin
antisens.
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A Code génétique
U C A G
U UUU Phe (F) UCU Ser (S) UAU Tyr (Y) UGU Cys (C)
UUC UCC UAC UGC
UUA Leu (L) UCA UAA stop UGA stop
UUG UCG UAG stop UGG Trp (W)
C CUU Leu (L) CCU Pro (P) CAU His (H) CGU Arg (R)
CUC CCC CAC CGC
CUA CCA CAA Gln (Q) CGA
CUG CCG CAG CGG
A AUU Ile (I) ACU Thr (T) AAU Asn (N) AGU Ser (S)
AUC ACC AAC AGC
AUA ACA AAA Lys (K) AGA Arg (R)
AUG Met (M) ACG AAG AGG
G GUU Val (V) GCU Ala (A) GAU Asp (D) GGU Gly (G)
GUC GCC GAC GGC
GUA GCA GAA Glu (E) GGA
GUG GCG GAG GGG
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B Usage du code
B.1 Usage du code du gène env
U C A G
U UUU 0.56 UCU 0.15 UAU 0.70 UGU 0.70
UUC 0.44 UCC 0.05 UAC 0.30 UGC 0.30
UUA 0.22 UCA 0.20 UAA . UGA .
UUG 0.20 UCG 0.03 UAG . UGG 1.0
C CUU 0.11 CCU 0.24 CAU 0.68 CGU 0.01
CUC 0.14 CCC 0.24 CAC 0.32 CGC 0.04
CUA 0.15 CCA 0.47 CAA 0.52 CGA 0.03
CUG 0.17 CCG 0.05 CAG 0.48 CGG 0.02
A AUU 0.30 ACU 0.24 AAU 0.71 AGU 0.33
AUC 0.15 ACC 0.21 AAC 0.29 AGC 0.21
AUA 0.55 ACA 0.49 AAA 0.63 AGA 0.64
AUG 1.0 ACG 0.06 AAG 0.37 AGG 0.26
G GUU 0.11 GCU 0.29 GAU 0.58 GGU 0.15
GUC 0.15 GCC 0.16 GAC 0.42 GGC 0.14
GUA 0.45 GCA 0.45 GAA 0.74 GGA 0.52
GUG 0.29 GCG 0.10 GAG 0.26 GGG 0.19
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B.2 Usage du code du gène asp
U C A G
U UUU 0.79 UCU 0.22 UAU 0.69 UGU 0.46
UUC 0.21 UCC 0.12 UAC 0.31 UGC 0.54
UUA 0.25 UCA 0.24 UAA . UGA .
UUG 0.14 UCG 0.03 UAG . UGG 1.0
C CUU 0.22 CCU 0.45 CAU 0.60 CGU 0.20
CUC 0.16 CCC 0.24 CAC 0.40 CGC 0.03
CUA 0.08 CCA 0.30 CAA 0.58 CGA 0.03
CUG 0.13 CCG 0.01 CAG 0.42 CGG 0.01
A AUU 0.45 ACU 0.62 AAU 0.54 AGU 0.22
AUC 0.07 ACC 0.29 AAC 0.46 AGC 0.15
AUA 0.48 ACA 0.08 AAA 0.37 AGA 0.33
AUG 1.0 ACG 0.01 AAG 0.63 AGG 0.41
G GUU 0.20 GCU 0.51 GAU 0.41 GGU 0.45
GUC 0.18 GCC 0.29 GAC 0.59 GGC 0.08
GUA 0.27 GCA 0.12 GAA 0.70 GGA 0.22
GUG 0.35 GCG 0.08 GAG 0.30 GGG 0.25
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Annexe C. Séquence chevauchante env/ASP
C Séquence chevauchante env/ASP
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D Codons induisant la présence d’un
codon stop potentiel
D.1 Codons Stops TAA et TAG :
Condition Référence Induit Mutation
ATA(Ile) TAT/C(Tyr) TAT (Tyr) (TAA/TAG) A ⇒ T /C
ACA(Thr) TAT/C(Tyr) TAT (Tyr) (TAA/TAG) A ⇒ T /C
ACG(Thr) TAT/C(Tyr) TAC (Tyr) (TAA/TAG) G ⇒ T /C
TCA(Ser) TAT/C(Tyr) TAT (Tyr) (TAA/TAG A ⇒ T /C
TCG(Ser) TAT/C(Tyr) TAC (Tyr) (TAA/TAG) G ⇒ T /C
CTA (Leu) TAT/C(Tyr) TAT (Tyr) (TAA/TAG) A ⇒ T /C
CTG (Leu) TAT/C(Tyr) TAC (Tyr) (TAA/TAG) G ⇒ T /C
CCA (Pro) TAT/C(Tyr) TAT (Tyr) (TAA/TAG) A ⇒ T /C
CCG (Pro) TAT/C(Tyr) TAC (Tyr) (TAA/TAG G ⇒ T /C
CGA (Arg) TAT/C(Tyr) TAT (Tyr) (TAA/TAG) A ⇒ T /C
CGG (Arg) TAT/C(Tyr) TAC (Tyr) (TAA/TAG G ⇒ T /C
GTA (Val) TAT/C(Tyr) TAT (Tyr) (TAA/TAG) A ⇒ T /C
GTG (Val) TAT/C(Tyr) TAC (Tyr) (TAA/TAG) G ⇒ T /C
GCA (Ala) TAT/C(Tyr) TAT (Tyr) (TAA/TAG) A ⇒ T /C
GCG (Ala) TAT/C(Tyr) TAC (Tyr) (TAA/TAG) G ⇒ T /C
GGA(Gly) TAT/C(Tyr) TAT (Tyr) (TAA/TAG) A ⇒ T /C
GGG (Gly) TAT/C(Tyr) TAC (Tyr) (TAA/TAG G ⇒ T /C
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D.2 Codons Stops TGA avec pour codon référence une His-
tidine
Condition Ref Induit Mutation
AAC(Asn) CAT/C (His) TGG (Trp) (TGA) C ⇒ T
ATC(Ile) CAT/C (His) TGG (Trp) (TGA) C ⇒ T
ATA(Ile) CAT/C (His) TGT (Cys) (TGA) A ⇒ T
ACC(Thr) CAT/C (His) TGG (Trp) (TGA) C ⇒ T
ACA(Thr) CAT/C (His) TGT (Cys) (TGA) A ⇒ T
ACG (Thr) CAT/C (His) TGC (Cys) (TGA) G ⇒ T
AGC(Ser) CAT/C (His) TGG (Trp) (TGA) C ⇒ T
TAC(Tyr) CAT/C (His) TGG (Trp) (TGA) C ⇒ T
TTC(Phe) CAT/C (His) TGG (Trp) (TGA) C ⇒ T
TCC(Ser) CAT/C (His) TGG (Trp) (TGA) C ⇒ T
TCA(Ser) CAT/C (His) TGT (Cys) (TGA) A ⇒ T
TCG(Ser) CAT/C (His) TGC (Cys) (TGA) G ⇒ T
TGC(Cys) CAT/C (His) TGG (Trp) (TGA) C ⇒ T
CAC (His) CAT/C (His) TGG (Trp) (TGA) C ⇒ T
CTC (Leu) CAT/C (His) TGG (Trp) (TGA) C ⇒ T
CTA (Leu) CAT/C (His) TGT (Cys) (TGA) A ⇒ T
CTG (Leu) CAT/C (His) TGC (Cys) (TGA) G ⇒ T
CCC (Pro) CAT/C (His) TGG (Trp) (TGA) C ⇒ T
CCA (Pro) CAT/C (His) TGT (Cys) (TGA) A ⇒ T
CCG (Pro) CAT/C (His) TGC (Cys) (TGA) G ⇒ T
CGC (Arg) CAT/C (His) TGG (Trp) (TGA) C ⇒ T
CGA (Arg) CAT/C (His) TGT (Cys) (TGA) A ⇒ T
CGG (Arg) CAT/C (His) TGC (Cys) (TGA) G ⇒ T
GAC (Asp) CAT/C (His) TGG (Trp) (TGA) C ⇒ T
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D.2. Codons Stops TGA avec pour codon référence une Histidine
Condition Ref Induit Mutation
GTC (Val) CAT/C (His) TGG (Trp) (TGA) C ⇒ T
GTA (Val) CAT/C (His) TGT (Cys) (TGA) A ⇒ T
GTG (Val) CAT/C (His) TGC (Cys) (TGA) G ⇒ T
GCC (Ala) CAT/C (His) TGG (Trp) (TGA) C ⇒ T
GCA (Ala) CAT/C (His) TGT (Cys) (TGA) A ⇒ T
GCG (Ala) CAT/C (His) TGC (Cys) (TGA) G ⇒ T
GGC(Gly) CAT/C (His) TGG (Trp) (TGA) C ⇒ T
GGA(Gly) CAT/C (His) TGT (Cys) (TGA) A ⇒ T
GGG(Gly) CAT/C (His) TGC (Cys) (TGA) G ⇒ T
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Annexe D. Codons induisant la présence d’un codon stop potentiel
D.3 Codons Stops TGA avec pour codon référence un Tryp-
tophane
Condition Ref Induit Mutation
AAC(Asn) CAA/G (Gln) TGG (Trp) (TGA) C ⇒ T
ATC(Ile) CAA/G (Gln) TGG (Trp) (TGA) C ⇒ T
ATA(Ile) CAA/G (Gln) TGT (Cys) (TGA) A ⇒ T
ACC(Thr) CAA/G (Gln) TGG (Trp) (TGA) C ⇒ T
ACA(Thr) CAA/G (Gln) TGT (Cys) (TGA) A ⇒ T
ACG (Thr) CAA/G (Gln) TGC (Cys) (TGA) G ⇒ T
AGC(Ser) CAA/G (Gln) TGG (Trp) (TGA) C ⇒ T
TAC(Tyr) CAA/G (Gln) TGG (Trp) (TGA) C ⇒ T
TTC(Phe) CAA/G (Gln) TGG (Trp) (TGA) C ⇒ T
TCC(Ser) CAA/G (Gln) TGG (Trp) (TGA) C ⇒ T
TCA(Ser) CAA/G (Gln) TGT (Cys) (TGA) A ⇒ T
TCG(Ser) CAA/G (Gln) TGC (Cys) (TGA) G ⇒ T
TGC(Cys) CAA/G (Gln) TGG (Trp) (TGA) C ⇒ T
CAC (His) CAA/G (Gln) TGG (Trp) (TGA) C ⇒ T
CTC (Leu) CAA/G (Gln) TGG (Trp) (TGA) C ⇒ T
CTA (Leu) CAA/G (Gln) TGT (Cys) (TGA) A ⇒ T
CTG (Leu) CAA/G (Gln) TGC (Cys) (TGA) G ⇒ T
CCC (Pro) CAA/G (Gln) TGG (Trp) (TGA) C ⇒ T
CCA (Pro) CAA/G (Gln) TGT (Cys) (TGA) A ⇒ T
CCG (Pro) CAA/G (Gln) TGC (Cys) (TGA) G ⇒ T
CGC (Arg) CAA/G (Gln) TGG (Trp) (TGA) C ⇒ T
CGA (Arg) CAA/G (Gln) TGT (Cys) (TGA) A ⇒ T
CGG (Arg) CAA/G (Gln) TGC (Cys) (TGA) G ⇒ T
GAC (Asp) CAA/G (Gln) TGG (Trp) (TGA) C ⇒ T
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D.3. Codons Stops TGA avec pour codon référence un Tryptophane
Condition Ref Induit Mutation
GTC (Val) CAA/G (Gln) TGG (Trp) (TGA) C ⇒ T
GTA (Val) CAA/G (Gln) TGT (Cys) (TGA) A ⇒ T
GTG (Val) CAA/G (Gln) TGC (Cys) (TGA) G ⇒ T
GCC (Ala) CAA/G (Gln) TGG (Trp) (TGA) C ⇒ T
GCA (Ala) CAA/G (Gln) TGT (Cys) (TGA) A ⇒ T
GCG (Ala) CAA/G (Gln) TGC (Cys) (TGA) G ⇒ T
GGC(Gly) CAA/G (Gln) TGG (Trp) (TGA) C ⇒ T
GGA(Gly) CAA/G (Gln) TGT (Cys) (TGA) A ⇒ T
GGG(Gly) CAA/G (Gln) TGC (Cys) (TGA) G ⇒ T
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Abstract :
Recent experiments provide sound arguments in favor of the in vivo expression of the
“AntiSense Protein” (ASP) of HIV-1. This putative protein is encoded on the antisense
strand of the provirus genome, and entirely overlapped by the env gene with reading
frame -2. The existence of ASP was suggested in 1988, but is still controversial, and its
function has yet to be determined. We used a large dataset of ∼ 23,000 HIV-1 and SIV
sequences to study the origin, evolution and conservation of asp gene. We found that
the ASP ORF is specific to the group M of HIV-1, which is responsible for the human
pandemic. Moreover, the correlation between the presence of asp and the prevalence of
HIV-1 groups and M subtypes appeared to be statistically significant. We then looked for
evidence of selection pressure acting on asp. Using computer simulations, we showed
that the conservation of the ASP ORF in the group M couldn’t be due to chance. Standard
methods were ineffective in disentangling the two selection pressures imposed by both
Env and ASP proteins, an expected out-come with overlaps in frame -2. We thus deve-
loped a new method based on careful evolutionary analysis of the presence/absence
of stop codons, revealing tha ASP does impose significant selection pressure. All of
the results support the idea that asp is the 10th gene of HIV-1 group M, and indicate a
correlation with the spread of the pandemic.
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Recent experiments provide sound arguments in favor of the
in vivo expression of the AntiSense Protein (ASP) of HIV-1. This
putative protein is encoded on the antisense strand of the provirus
genome and entirely overlapped by the env gene with reading
frame −2. The existence of ASP was suggested in 1988, but is still
controversial, and its function has yet to be determined. We used a
large dataset of ∼23,000 HIV-1 and SIV sequences to study the
origin, evolution, and conservation of the asp gene. We found that
the ASP ORF is specific to group M of HIV-1, which is responsible
for the human pandemic. Moreover, the correlation between the
presence of asp and the prevalence of HIV-1 groups and M sub-
types appeared to be statistically significant. We then looked for
evidence of selection pressure acting on asp. Using computer sim-
ulations, we showed that the conservation of the ASP ORF in the
group M could not be due to chance. Standard methods were in-
effective in disentangling the two selection pressures imposed by
both the Env and ASP proteins—an expected outcome with overlaps
in frame −2. We thus developed a method based on careful evolu-
tionary analysis of the presence/absence of stop codons, revealing
that ASP does impose significant selection pressure. All of these re-
sults support the idea that asp is the 10th gene of HIV-1 groupM and
indicate a correlation with the spread of the pandemic.
HIV-1 | asp and env genes | overlapping genes | phylogenetic analyses |
selection pressure
It is well established that retroviruses are able to perform an-tisense transcription from the 3′ long terminal repeat (LTR) of
their proviral genome (1, 2). In 1988, the existence of an ORF on
the antisense strand of the HIV type 1 (HIV-1) genome was
suggested (3). This ORF encodes the putative AntiSense Protein
(ASP). The existence of this ORF and of the encoded protein
was controversial for many years, but now several pieces of evi-
dence argue in favor of its expression (see ref. 4 for an extensive
review): (i) several polyadenylated antisense transcripts capable
of encoding ASP have been characterized within HIV-1–infected
cells (1, 5, 6); (ii) it was demonstrated that the full-length ASP
protein can be expressed ex vivo from the HIV-1 3′ LTR (7);
(iii) ASP has been detected in freshly infected cells (2, 8, 9); and
(iv) two recent independent clinical studies have shown the
in vivo expression of ASP by detecting a cell-mediated immune
response against several ASP epitopes within 30% of individuals
infected with subtype B viruses (10, 11) [a percentage similar to
those observed with other HIV-1 proteins, e.g., Tat and Pol
(12)]. Moreover, experimental results suggested that ASP could
form stable aggregates, be located partially at the plasma mem-
brane, and be associated with autophagy (4, 7, 8). Despite this ac-
cumulation of evidence, the existence of ASP is still questioned
because, for example, defective ribosome products with immune
response have been reported for several viruses including HIV-1
(13, 14). Elucidating the function of ASP is thus a major goal, but
studying the evolutionary forces acting on ASP is also crucial.
A striking fact with ASP ORF (and a challenge in terms of
bioinformatics analyses) is its location on the provirus genome, as it
overlaps the env (envelope) gene. Overlapping genes are a common
feature of viruses to “compress” their genome (15). However, as the
same portion of DNA encodes for several proteins, their adaptability
is strongly lowered (16). Proteins encoded by overlapping genes are
generally accessory proteins that play a role in viral pathogenicity or
spreading (17). ASP ORF overlaps env on the frame −2: the codon
positions 1, 2, and 3 in env face positions 2, 1, and 3 in asp, respectively
(Fig. 1B). Because the two most important positions of env and asp
codons are opposite each other, there is particularly little flexibility to
encode amino acids (18).
The aims of this study were to assess the presence and conser-
vation of the ASP ORF in the HIV-1 and SIVcpz/gor (chimpanzee
and gorilla) groups and subtypes and to demonstrate the selection
pressure induced by ASP to confirm its importance in some of the
mechanisms of the virus.
Results
HIV-1 strains are classified into four phylogenetic groups:M, N, O, and
P. These four groups resulted from four separate cross-species trans-
mission events of Simian Immunodeficiency Virus (SIV) to humans
(19). Group M is the pandemic group. It is divided into nine distinct
subtypes, and more than 70 circulating recombinant forms (CRFs).
The ASP ORF is entirely overlapped by the env gene (Fig. 1A),
which has several overlapping ORFs on different reading frames.
The env gene contains five variable regions, separated by constant
regions (21), and the Rev Response Element (RRE) (22), which is a
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highly structured RNA element that plays a role in the export of
HIV-1 mRNAs.
Data. We downloaded all available and complete HIV-1/SIVcpz/
gor env sequences and data annotations from the Los Alamos HIV
Sequence Database (www.hiv.lanl.gov/content/index). We also used
GenBank to retrieve the original version of some of the sequences.
After deleting problematic sequences, we obtained 22,992 env se-
quences belonging to 3,931 individuals. Codon-based, multiple
alignments were performed on the env gene and on the frame −2 of
this gene. To avoid counting several times sequences that are very
close to each other and belong to the same individual, we used two
strategies: (i) we used the complete multiple alignment, but weighted
the sequences so that each individual had a total weight of 1 (we
then obtained the “weighted” alignment); and (ii) we randomly se-
lected one sequence per individual when it was required for com-
putational reasons. Most of our results and statistics are based on
weighted sequences, except where otherwise specified. Details are
provided in SI Text.
Detection of the ASP ORF.We based our analyses on the presence/
absence of start and stop codons in frame −2 of the env region.
The ASP ORF of the reference sequence HXB2 (20; GenBank
accession no. K03455) has a length of 188 codons and is located
between reference env positions 1,717 and 1,151. We thus
searched all of our sequences for long DNA segments (>150
codons) with a start codon and no stop codon, read in frame −2
and located between these two reference positions. The analysis
was carried out in the group M and an “out-of-M” dataset
comprising all nonpandemic (N, O, P) HIV-1 and SIVcpz/gor
sequences. For the sequences in group M and using the above
criteria, we detected the ASP ORF for 77% of the (weighted)
sequences. We clearly observed (Fig. 2) a region that is nearly
free of stop codons and located between the reference positions
of asp. At the beginning of the asp region, we note the presence
of a stop codon for 14.5% of the sequences, located 12 codons
after the start codon. However, most of these sequences (90%) belong
to subtype A and its recombinants. One of the A recombinants in the
asp region, namely CRF02_AG (112 individuals), has the early stop for
∼100% of the sequences, but only 7% of its sequences have the ASP
ORF using our criteria. In contrast, in subtype A (240 sequences),
∼100% of sequences have the early stop, but a large percentage of
them (∼90%) have an alternative start codon located 17 codons after
the early stop; These sequences thus have a shorter version of ASP
ORF, but still with a length of more than 150 codons.
In the out-of-M sequences, a number of stop codons are observed
inside the asp region (Fig. 2). The start codon is not conserved (38% of
sequences have a start/methionine codon), and less than 1.5% of out-
of-M sequences have an ORF in asp region with length >150 codons.
Recent Emergence of the ASP ORF. The contrasting results between
the pandemic group M and the other groups (out-of-M) led us to
study the emergence and evolution of the ASP ORF using a phylo-
genetic approach. For this purpose, we inferred a maximum-likelihood
tree using PhyML (23) (GTR+Γ4+I model, 1,000 bootstrap repli-
cates) on a selection of sequences extracted from our complete
alignment. We used 33 reference sequences (24) of group M subtypes
and CRFs (A, B, C, D, F, G, H, J, CRF01_AE, CRF02_AG), 10
randomly selected sequences from group O, and the 40 sequences of
the other out-of-M groups. To complete this phylogeny, we computed
statistics from the complete, weighted alignment for all groups, sub-
types, and CRFs. By using the same detection criteria as above, we
measured the length of the longest ORF in the asp region and the
fraction of sequences that had the ASP ORF.
The phylogeny (Fig. 3) clearly shows the four introductions of
HIV-1 in the human population, corresponding to the four
groups O, P, N, and M. The start codon corresponding to asp is
present in most of the studied sequences. However, group O
sequences and some exceptions (e.g., subtype H, prevalence
∼0.1%) do not have this start codon. The median length of the
ORF in the asp region of the out-of-M groups increases when
approaching group M: there are 66 codons in SIVcpz_Pts (from
Pan troglodytes schweinfurthii), which increases to 125 codons in
SIVcpz_Ptt (from Pan troglodytes troglodytes) that is closest to the
group M. For group M sequences, the ASP ORF is present in
77% of the sequences with a median length of 182 codons. All of
this indicates that the ASP ORF was created recently and that its
emergence in HIV-1 is concomitant with the emergence of the
group M. This recent de novo creation is further supported by
the fact that ASP does not have any known homologs (SI Text).
Interestingly, among SIVcpz_Ptt sequences, there is one sequence
that possesses the ASP ORF in its entirety. This simian ASP has
the same structural features (4) as the human ones. However, it is
phylogenetically remote, and we do not have enough SIVcpz_Ptt
sequences to figure out whether ASP appeared in the HIV and
SIV genomes independently or, rather, if ASP first appeared in
the SIVcpz_Ptt genome and was maintained when the HIV-1
group M emerged from it (SI Text and Fig. S1).
However, the fraction of M sequences that have ASP ORF
varies among subtypes and CRFs. The less prevalent subtypes
(D, F, J, H, K, total prevalence ∼3%) have the ASP ORF for less
than 45% of their sequences. As already mentioned, only a few
sequences (7%) in CRF02_AG (prevalence 7.7%) have the ASP
A
B
Fig. 1. Structure of the HIV-1 genome in the env gene region. (A) This re-
gion contains five overlapping ORFs: the env gene, the exon 2 of tat, the
exon 2 of rev, the C-terminal extremity of vpu, and the ASP ORF. The env
gene contains five variable regions (V1 to V5, reddish) and the RRE (green-
ish). (B) Overlapping sequences on the frames −2 and +1 [start of the asp
region, HXB2 (20; GenBank accession no. K03455)].
Fig. 2. Detection of the ASP ORF. Weighted percentages of start (blue) and
stop (red) codons in frame −2, in the groups M and out-of-M. The asp region
(white area) is located between the env positions 1,717 and 1,151 (HXB2 ref-
erence). The red star indicates an early stop codon that is specific to subtype A
and A recombinants. This early stop codon is followed by an alternative start
codon (blue star) in most of the A sequences and certain A recombinants.
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ORF. In contrast, the other prevalent subtypes and CRFs (A, B,
C, G, and CRF01_AE, total prevalence = 81%) have ASP for
84% of their sequences. We thus see a clear correlation (P value =
0.003) (Materials and Methods): prevalent M subtypes and CRFs
(except CRF02_AG) have the ASP ORF for a large majority of
sequences, whereas low-prevalence subtypes and nonpandemic
groups (N, O, P) have the ASP ORF in a minority of sequences
(none in some groups/subtypes). This correlation is confirmed
when accounting for phylogenetic correlation (Bayes factor = 3.8)
(Materials and Methods).
The ASP ORF is present in 84% of sequences for prevalent
subtypes (A, B, C, G) and CRF01_AE. This fraction is quite high
and is not likely to be due to chance, as we shall see. However,
16% of sequences in these subtypes and CRF do not have the
ASP ORF. This level of absence is similar to the one observed
with nef [13.5% (25)], an accessory gene, and higher than the
∼5% that we found for env and pol (two obligatory genes) by
scanning for the presence of stop codons [all available Los Ala-
mos database sequences (December 2015)]. This nonnegligible
fraction of stops in env and pol is explained by both sequencing
errors (26) and the fact that some of the sequences are defective
(27). The higher level of absence with ASP ORF is explained by
the fact that asp is an accessory gene. As expected, ASP ORF
was lost not only in some of the M subtypes and CRFs, but also
Fig. 3. Recent emergence of the ASP ORF using a phylogenetic approach. This phylogeny (* = bootstrap >80%) of the env gene contains reference sequences from
HIV-1 and SIVcpz/gor groups, subtypes, and CRFs. The four distinct simian/human transmissions are indicated by red stars. For each of the sequences, we show the
distribution of start codons (red triangle; black triangle for alternative start) and stop codons (black cross) in the asp region. For each group, subtype, and CRF, the table
provides the median length of the ASP ORF, the fraction of sequences with the ASP ORF (length > 150 codons), and the prevalence in the human population (44).
Cassan et al. PNAS Early Edition | 3 of 6
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in some of the individuals of prevalent subtypes and CRF01_AE,
where 12% of individuals in our dataset do not have any se-
quence with the ASP ORF, whereas 81% of individuals have the
ASP ORF for all of their sequences. These 12%, added to the
5% of sequencing errors and defective sequences observed with
env and pol, roughly explain the 16% of asp absence in prevalent
subtypes and CRF01_AE.
Conservation of the ASP ORF. Previous analyses indicate that the
ASP ORF is present in a large fraction of the group M se-
quences. We used computer simulations to demonstrate that
there is a very low probability that this is due to chance.
We first estimated the probability of observing an ORF with ASP
length overlapping the env gene in frame −2. For this purpose, we
randomly generated sequences with the same length (856 codons) as
the env gene of HXB2 and the same codon usage as HIV-1 (www.
kazusa.or.jp/codon/). In this case, the probability of an ORF of
length 180 in frame −2 is ∼3%. This is a low probability, but ASP is
the longest overlapping ORF present in HXB2 in any reading frame
(3), and one could argue that having such an ORF in the whole
HIV-1 genome is quite likely. Using the same method as above, we
thus generated sequences having the same length (3,239 codons) as
HXB2 and searched for an ORF of length 180 in the five possible
reading frames. The probability in this case is ∼19%. This is still a
relatively low probability, but clearly we cannot reject that the
presence of the ASP ORF at the root of HIV-1 M is merely due to
chance. However, we observed the ASP ORF in 77% of our M
sequences. The question then is: if we assume the ASP ORF pres-
ence at the root of HIV-1 M, would we have a significant chance of
observing its presence in so many sequences at the phylogeny tips?
To answer this question, we simulated the evolution of the env
gene along phylogenies inferred using 350 randomly selected
strains. We used PhyML and codonPhyML (28) to infer 10 such
phylogenies. For each one, we performed 100 codon-based
simulations using Alf (29), starting from the env gene of HXB2 at
the tree root (Materials and Methods). The maximum percentage
of the tip sequences where the ASP ORF was still present (across
1,000 datasets) was equal to 67%, and on average, the ASP ORF
was conserved in only 42% of sequences.
These results show that there is an extremely low probability
that our observation of 77% on the conservation of the ASP
ORF in the M group is due to chance, thus revealing a selection
pressure that tends to conserve ASP. In the following section, we
show that this selection pressure is also detected at the sequence
level. We first used standard methods (evolutionary rate, non-
synonymous versus synonymous substitutions, codon usage), but
none of these approaches provided a significant signal due to the
specificity of frame −2 (30, 31) (SI Text). Thus, we developed a
method dedicated to the frame −2.
Measuring Selection Pressure. This method is based on a careful
analysis of the presence/absence of start and stop codons. Let us
first discuss the start codon (included in the RRE) (Fig. 1).
Having a start codon (atg) on frame −2 implies the presence of
the two codons on (env) frame +1: xxc followed by atx (x rep-
resents any nucleotide) (Fig. 1B). Any mutation on the third base
of the first codon (xxc) leads to the disappearance of the start
codon on frame −2. However, for all amino acids that are encoded
by a codon ending with c, a mutation of c into t leaves the amino acid
unchanged. Thus, on frame −2, the start codon is never imposed by
the sense gene and may appear/disappear synonymously. In fact, we
observe (Fig. 2) that the start codon is highly frequent (97%) among
the sequences of HIV-1 M. This is a first indication of selection
pressure acting on asp. This selection effect is not found in out-of-M
sequences, where the start codon is present in only 38% of sequences.
In other words, this selection effect is most likely attributable to the
maintenance of the ASP ORF in HIV-1 M, and not to some other
cause (e.g., RRE structural constraints), which would impact both M
and out-of-M sequences. However, the start codon is not included in
further statistical significance calculations, as the RRE secondary
structure could differ between M and out-of-M sequences.
Moreover, ∼90% of A sequences (240 individuals) with an early
stop codon have an alternative start/methionine codon (Fig. 2), which
is observed in only 4.8% of the sequences that do not have this early
stop. This is another indication of the pressure to maintain the ASP
ORF, acting specifically in subtype A and some A recombinants.
We used the same type of reasoning with the stop codons. There
are actually two types of stop codons on frame −2 (see Materials and
Methods for details). Some are imposed by the coding of Env, as is the
case for the terminal stop. This explains why nearly 99% of our se-
quences do have the terminal stop codon, even when they do not have
the ASP ORF. The other type of stops may appear/disappear without
modifying Env, just as with the start codon. When they are absent, we
call them “potential” stops, meaning that they can mutate into a stop
codon synonymously for Env. Fig. 4 displays the frequency of the
potential/existing stop codons in the asp region of both M and out-of-
M sequences. For 11 sites, we observe potential stops for more than
10% ofM sequences, but, on average, these sites contain stops for only
0.5% sequences (disregarding A and A recombinant sequences with
early stop and alternative start). Moreover, for seven of these sites
(labeled in Fig. 4), stop codons are actually observed in out-of-M se-
quences. When we remove the RRE region, which clearly imposes
strong structural constraints, five of these seven sites remain, with (on
average) <0.7% and >23% stops in M and out-of-M sequences, re-
spectively. We thus have a second, strong indication of the selection
pressure to maintain ASP: stop codons could be observed and are
actually observed in out-of-M sequences, but not in M sequences.
Note, however, that we cannot exclude the existence of some yet-
unknown constraint (e.g., large-scale RNA structure), differing in M
and out-of-M groups and inducing such an effect.
To measure the statistical significance of these findings, we used a
method inspired by Firth (32), but dedicated to frame −2 and the
analysis of potential stop codons. The original principle is to count
the number of synonymous mutations on the reference gene and
check whether this number is significantly less than expected. How-
ever, in frame −2 most synonymous mutations in the reference frame
are also synonymous in the overlapping frame due to the fact that the
third codon positions face each other (Fig. 1B). This makes the
original method unable to detect any global pressure induced by ASP,
although it performs well with other reading frames (Fig. S2). Our
adaptation involves focusing solely on the stop codons and counting
the synonymous mutations corresponding to the change of potential
stops into existing stops. We compute a statistic that is equal to the
expected number of such mutations minus the observed number of
Fig. 4. Percentage of potential (blue) and existing (red) stop codons in the asp
region. Shaded area = RRE region. In the top panel, the stop codon that is
conserved in 14.5% of sequences is characteristic of subtype A and A recombi-
nants. The labeled sites contain potential stop codons for more than 10% of M
sequences and existing stop codons in some of the out-of-M sequences.
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mutations; then we perform a Z-score–like test to derive a P value
(Materials and Methods).
For sequences of group M (3,855 sequences), we observe a
positive result (Z = 6.47, P value = 10−10) in the asp region. In
other words, there are fewer stops than expected if the null model
was true, and we clearly see the presence of selection pressure.
When excluding the RRE region, which induces strong structural
constraints (Fig. 4), the difference is still highly significant, with
fewer stops than expected (Z = 2.9, P value = 0.006).
As a negative control, we applied the same method to the rest
of the env gene (i.e., the env-asp region). In this case, the number
of observed stops in group M was greater than expected
(Z = −1.9, P value = 0.06), which further supports the signif-
icance of our observations in the asp region. Moreover, for out-
of-M groups (76 sequences) we did not detect any significant
difference between the observed and expected number of stops,
both in the asp region (Z = 1.53, P value = 0.13) and in the env-
asp region (Z = 1.04, P value = 0.3). When excluding the RRE,
we obtained a negative score (Z = −0.17, P value = 0.71),
meaning that the positive score (Z = 1.53) observed in the whole
asp region was induced by the RRE.
To summarize, these results indicate that the ASP ORF in
group M is maintained selectively by conserving the start codon
and avoiding stop codons. This finding is highly significant and
explains, at the sequence level, the computer simulation results
presented in the previous section. Moreover, the same results
were not observed in either the env-asp region of M sequences or
in the asp and env-asp regions of out-of-M sequences.
Discussion
By looking at the presence/absence of start and stop codons, we
showed the existence of the ASP ORF in most of the prevalent
subtypes and recombinant forms of HIV-1 M (with the notable
exception of the CRF02_AG recombinant). In contrast, the ASP
ORF appears to be absent in the other nonpandemic subtypes and
human groups. These results indicate that the ASP ORF was cre-
ated recently, concomitantly with the emergence of HIV-1M, and is
specific to this group, which is responsible for the human pandemic.
However, a relatively large fraction (16%) of M sequences do
not have the ASP ORF, even in the prevalent subtypes and
recombinant forms. This level of absence, and the fact that asp is
a recent de novo creation, indicate that asp is an accessory gene
that can be lost without compromising the viability of the virus.
This could explain why finding the function of ASP has proven to
be so difficult since its discovery in the 1990s.
It has been observed that viral de novo genes often play a role in
pathogenicity or spreading, rather than being central to viral repli-
cation or structure (17, 33, 34). This schememost likely applies to asp.
The striking correlation between the presence of asp in nonpandemic
groups and M subtypes and CRFs, and their prevalence, strongly
supports the idea that ASP could play a role in spreading. This
contradicts a common argument that the difference among HIV-1
groups in terms of prevalence and impact in human populations has
no molecular basis, but is mostly due to social changes in ∼1960 in
central Africa, where the group M was already well established (35).
Our simulations and careful analyses of start and stop codons all
indicate the presence of selection pressure to maintain the ASP
ORF. However, we have not been able to reveal selection pressure
acting at the amino acid level, which could be related to the structure
and function of ASP protein. Similar difficulties were encountered in
other studies on overlapping genes (e.g., ref. 36). Although such
pressure possibly exists, one hypothesis could be that the function of
ASP is essentially related to the expression of its ORF, for exam-
ple, by interfering with the regulation of env. Alternatively, ASP
could be involved in some mechanisms that alter the cellular
functioning of specific cells, such as dendritic cells (2), for exam-
ple, by forming aggregates (7). An interaction is possible with the
recently discovered HIV antisense long noncoding RNA, which
was suggested to modulate viral transcription (5, 37). However,
the transcripts seem to be different (38), and the selection pressure
acting on ASP ORF to maintain the start codon and avoid stop
codons is clearly in favor of a coding part. Such mechanisms could
be sufficient to improve the fitness of viral strains that have ASP and
produce the observations reported in this study. Deciphering the
function of ASP is now a major goal for further research, as all of
our results support the idea that asp is the 10th gene of HIV-1 group
M and indicate a correlation with the spread of the pandemic.
Materials and Methods
Correlation Between Prevalence and Presence of ASP. We used an exact
Spearman rank correlation test to demonstrate the statistical significance of the
correlation between the presence of ASP in N, O, and P groups and M subtypes
and CRFs and their prevalence (data in Fig. 3). Only the two prevalent CRFs (i.e.,
CRF01_AE and CRF02_AG, with prevalence 5.1% and 7.7%, respectively) were
considered because the other CRFs appeared recently in most cases (hence their
low prevalence) and conform with the original subtype from which they derive
[e.g., all but one of the CRFs deriving from subtype B in the asp region (19) have
ASP, just like the subtype B]. Using the rankor function (“Spearman,” “exact,”
and “greater” options) of the pvrank R package, we obtained a rho value of
0.705 and a one-sided P value of 0.003.
To account for phylogenetic correlation, we used BayesTraits V2 (39). As
there is no consensus on the phylogeny of the HIV-1 groups and subtypes,
we computed 1,000 PhyML trees (GTR+Γ6) with one randomly selected se-
quence per subtype, prevalent CRF, and nonpandemic group. We then
launched BayesTraits with this set of trees, and the same presence and
prevalence values as in previous test. The mean log of the Bayes Factor
(correlation model versus independence assumption) was equal to 3.8, that
is, again, a strong evidence for correlation.
Statistical Significance of ASP ORF Conservation Using Simulations. Our statis-
tics on ASP ORF conservation are based on computer simulations. The basic
principle is to assume that the ASP ORF was present at the phylogeny root and
then simulate the evolution of sequences (read in env frame +1) along the tree
and count the number of tip sequences that still have the ASP ORF. For this
purpose, we selected 350 env sequences of groupM at randomwith at most one
sequence per individual. To root the tree, we added one env sequence of the
closest SIVcpz_ptt group (GenBank entry: DQ373064). Ten samples of 350+1
sequences were obtained in this manner. For each sample, we estimated a
phylogenetic tree using PhyML (GTR+FreeRate, six rate categories). Branch
lengths were re-estimated for the asp region, using CodonPhyML with empirical
codon model (40) and env codon usage. Having rooted the tree with the
SIVcpz_ptt sequence, we ran simulation using Alf (same model options as
CodonPhyML) with sequences evolving along this tree, starting with the asp
region of HXB2 at the tree root. Moreover, specific codon rates were used to
account for the variability of rates in the asp region. We used three codon cat-
egories, corresponding to the RRE, the variable regions V4 and V5, and the
remaining codons. The rate of each category was estimated using the tree length
estimated for that category by CodonPhyML (same options), divided by the tree
length for the whole asp region. Finally, we calculated the percentage of tip
sequences that have the ASP ORF in frame −2 (ORF length > 150 codons).
Obligatory and Potential stop Codons. In all HIV-1 groups, the final stop codon is
highly conserved. This stop codon is obligatory in most sequences. It is induced
by Env, which contains a phenylalanine followed by a tyrosine at that position
for 99% of sequences. At the nucleotide level, we thus have one of the four
possibilities: tt{c,t} ta{c,t} (the overlap is in boldface), and on the opposite strand
in frame −2, we necessarily have one of the two stop codons ta{g,a}.
Potential stop codons correspond to particular configurations, easily derived
from the genetic code. For example, let us consider tga, one of the three stop
codons. Having tga in frame−2 imposes having the two codons xxt cax in frame+1.
The second codon (cax) encodes for histidine or glutamine and cannot be mutated
synonymously on the first and second overlapping positions. In contrast, the first
codon (xxt) can be mutated in a number of ways on the third position without
changing the corresponding amino acid. For example, aac (asparagine) ↔ aat
(asparagine), whereas in frame −2 we have tgg (tryptophan) ↔ tga (stop codon).
Thus, aac cax defines a potential stop, whereas aat cax corresponds to an existing
stop. Other potential stops are similar, and their mutations into existing stops al-
ways involve the third position of the first codon (hence our restriction to the third
codon position; see below).
To measure the statistical significance of findings in Fig. 4, we used some ideas
from ref. 32. Our adaptation involves focusing solely on the frame −2 and on
synonymous sites corresponding to potential/existing stops. For an aligned
Cassan et al. PNAS Early Edition | 5 of 6
E
V
O
LU
T
IO
N
sequence pair, we analyzed synonymous sites (i.e., the same Env amino acid pair is
encoded in both sequences) for which, in the first sequence (denoted as sequence
1), there is a potential stop in frame −2. For each of these sites, we compared the
number (0 or 1) of stop codons present in the second sequence (denoted as se-
quence 2) and the expected number of stop codons, assuming no selection pres-
sure. For this purpose, we used DNADIST (41) with the F84 substitution model to
estimate the evolutionary distance (δ) between both sequences. We restricted
ourselves to third codon positions and synonymous sites, using both the asp and
env-asp regions. We thus estimated the expected number of substitutions per site
being synonymous regarding Env. The transition/transversion ratio (κ) and nucle-
otide frequencies (required by DNADIST) were estimated globally from all se-
quence pairs assuming HKY substitution model (nearly identical to F84, easy
formulae). We then estimated, for each synonymous site with a potential stop, the
expected number of stop codons in sequence 2 in frame −2. This estimation was
achieved assuming HKY, using the previously estimated evolutionary distance (δ)
and parameters (κ, nucleotide frequencies). The difference between this expected
number and the observed number of stop codons in sequence 2 in frame −2
formed the statistics that we used to assess the significance of our observations
(Fig. 4). Assuming no selection pressure, both expected and observed numbers of
stop codons should be nearly equal. Conversely, assuming that ASP imposes some
selection pressure, the expected number of stop codons should be larger than the
actual number of stop codons, which is close to zero in groupM (Fig. 4). Assuming
a Poisson process (42), the variance of this statistic is equal to its mean. The
alignment of the sequence pair being studied was scanned for sites corresponding
to this pattern, summing for this pair the expectations, observations, and variances
of all occurrences.
To select the list of sequence pairs, we used an unrooted phylogenetic tree
[FastTree with GTR+CAT (43); one-per-individual multiple alignment; group M:
3,855 sequences; groups out-of-M: 76 sequences], tracing around the outside of a
two-dimensional drawing of the tree. A sequence pair corresponded to two
neighboring leaves in the tree. This procedure (derived from ref. 32) was used to
account for the evolutionary dependency of the sequences: as every branch in the
tree was run twice, we multiplied by 2 (worst case analysis) the variance computed
under the independence assumption. We then summed our statistics over all sites
and all sequences in the tree and computed a Z-score from which a P value was
computed under the assumption of a normal distribution. A positive Z-score indi-
cated that we had fewer stop codons than expected, assuming no selection pres-
sure. Because the sequence pairs depended on the two-dimensional tree drawing,
we randomly rotated subtrees and obtained a new set of sequence pairs from
which the same statistics were computed.We obtained 10 replicates in this manner,
providing nearly the same results that were averaged (e.g., Z-score of the whole asp
region = 6.47 ± 0.23 and 1.53 ± 0.21 for groups M and out-of-M, respectively).
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